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Die Umesterungsreaktion der Phosphobrenztraubensiure 
bei der alkoholischen Zuckergirung'. 
Von 
0. Meyerhof und W. Kiessling. 
Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizi- 
nische Forschung in Heidelberg.) 
(Eingegangen am 30. Juli 1935.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Vor allem durch drei verschiedene Eingriffe gelang es in den letzten 
Jahren, einen Einblick in die Intermediairvorgainge der alkoholischen 
Garung zu erhalten. Durch Entfernung des Co-Fermentsystems aus dem 
Hefeextrakt mittels Dialyse, durch Versetzen desselben mit Fluorid 
oder drittens mit Jodessigsaiure. In jedem dieser genannten Fille fiihrt 
der Umsatz von Zucker, Zuckerphosphorséureestern oder anderen 
phosphorylierten Zwischenprodukten nicht mehr zu den normalen End- 
produkten. So lief sich ein Schema der Vergarung des Zuckers in zell- 
freiem Hefeextrakt gewinnen?, das eine gewisse Ahnlichkeit mit dem- 
jenigen der Milchséurebildung im Muskelextrakt aufweist. Zwei Ein- 
wande lieBen sich aber noch gegen dieses Schema vorbringen, auf die 
schon wiederholt hingewiesen wurde?: 1. liefern die Teilreaktionen 
nicht die Gargeschwindigkeit des Zuckers, sondern nur die der Phospho- 
glycerinsaure, die etwa zehnmal so langsam vergirt, 2. entspricht der 
Umsatz im stationaren Zustand der restlosen Aufspaltung des Zuckers 
in Kohlenséure und Alkohol, ohne iiber die im raschen Garabschnitt in 


aquivalenter Menge auftretende Hexosediphosphorsaure nach der 
Harden- Youngschen Gleichung Rechenschaft geben zu kénnen. Im 
folgenden berichten wir iiber eine Reaktion, die diese beiden AnstéBe 
beseitigt, indem sie unser bisheriges Schema so erginzt, daB alle Teil- 


reaktionen darin mindestens mit der Geschwindigkeit der Zucker- 
garung ablaufen und wahrend der raschen ,,Phosphatperiode™ pro Mol 
vergorenen Zuckers 1 Mol Hexosediphosphat entsteht. Gleichzeitig 
fallt mit dieser Reaktion auch neues Licht auf das Problem der In- 
duktionsperiode der Garung. 

Methoden. Wie in den vorangegangenen Arbeiten wurde bei rascher 


Garung die Kohlensiure manometrisch so bestimmt, da’ in Parallel 
ansitzen zu verschiedenen Zeitpunkten tiberschiissige Saure (Gemisch von 


1 Vorlaufige Mitteilung Naturwiss. 28, 501, 1935. Vortrag Ziiriche: 
Chemische Gesellschaft 18. Juni 1935, Helv. Chim. Act. XVIII, 1030, 1935. 
*O. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 267, 313, 1933. — %0O. Meyerhof, 
ebenda 273, 98, 1934; Ergebn. d. Enzymforsch. 4, 207, 1935. 
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2 mol. Citronensaiure und n Schwefelséure) eingekippt wurde. Das ist sowol 

wegen ungeniigender Ausschiittlhung der Kohlensaiure bei sehr rasch: 
Garung wie auch wegen der Retention nétig, die durch das zuriickbleibend 
Alkali der phosphorylierten Saéuren hervorgerufen wird. Der Gang de: 
Kohlensaiureentwicklung mit und ohne Austreibung ist auf Abb. 2 dar 
vestellt. 

Die vorlaufige Analyse der aufgetretenen Phosphorséureester gescha! 
wie bisher durch die Aufnahme der’ Hydrolysenkurve. Die Phosphobrenz 
traubenséure wurde jedoch fiir sich bestimmt auf Grund der Feststellung 
von K. Lohmann und O. Meyerhof', wonach sie durch Jod und Alkali glatt 
in Jodoform und Phosphorsiéure zerfallt. Es wurde ein aliquoter Teil des 
Trichloressigsaurefiltrats mit 1 bis 2cem 2n Natronlauge und leem n/ 10 
Jod versetzt und 15 Minuten stehengelassen. Hierauf wurden 2 cem 2 n 
Schwefelsiure und so viel n/10 Bisulfit zugesetzt, bis die Jodfarbe ver 
schwunden ist, darauf die tiblichen Reagenzien zur kolorimetrischen P-Be 
stimmung. Bei reichlichem Gehalt an Phosphobrenztraubensaéure ode: 
Brenztraubenséure bildet sich ein starker Jodoformniederschlag, der vor 
Ausfiihrung der kolorimetrischen Messung abzentrifugiert wird und dann 
keinerlei EinfluB auf die Farbtiefe besitzt. Zum Vergleich dient ein Ansatz, 
der nur mit Natronlauge alkalisch gemacht wird und das alkaliverseifbare P 
angibt. Die Differenz Phosphat nach Behandlung mit Jod Alkali minus 
Phosphat nach Alkalibehandlung allein, entspricht der Phosphobrenz- 
traubensaure. 

Dies Verfahren ist bequemer als die in den bisherigen Arbeiten benutzte 
Aufspaltung durch HgCl,, weil in letzterem Falle die Lésung durch Schwefel 
wasserstoff entquecksilbert werden muB. 

Die Brenztraubensiurebestimmung nach Neuberg und Case*, die 
Acetaldehydbestimmung durch Destillation in Bisulfit und anschlieBende 
Titration nach Clausen, die Alkoholbestimmung nach dem modifizierten 
Verfahren von Widmarck® geschah wie in friiheren Arbeiten, doch wurden 
bei der Alkoholbestimmung etwas verlangerte Vorlagen verwandt, die 
5ecem statt 3 cem Chromschwefelsaure enthielten. Der Alkohol wurde mit 
reinem Stickstoff, welcher mit saurer Bichromatl6sung gewaschen war, in 
die Vorlage iiberfiihrt und alle Schlauchverbindungen wurden vorhe: 
kiinstlich gealtert, um Ungenauigkeiten bei der Reduktion des Bichromats 
zu verhindern. 

Zur Herstellung des Macerationssaftes diente Miinchener Léwenbrau 
hefe, die bei Zimmertemperatur getrocknet und im Kiihlschrank aufbewahrt 
war. Zur Herstellung des Mazerationssaftes wurde sie mit 4 Teilen Wasse1 
(statt 3 Teilen der Originalvorschrift) 2 bis 3 Stunden bei 37° angesetzt und 
der Saft fiir die Versuche weiter im Verhaltnis 1: 3 bis 1: 5 verdiinnt. Fiu 
alle Versuche diente synthetische Phosphobrenztraubensaure *. 


I. Die Girgeschwindigkeiten von Phosphoglycerinsiure und Phosphobrenz- 
traubensiiure ohne Zuckerzusatz. 


Die Gargeschwindigkeit der Phosphoglycerinsaure, tiber die schon 
friiher berichtet worden ist, betragt im allgemeinen etwa '/,) der Gar- 


mee 


1 Diese Zeitschr. 273, 60, 1934. — 2 Biochem. J. 26, 753, 1932: 
O. Meyerhof u. D. Mac Eachern, diese Zeitschr. 260, 417, 1933. —* O. Meyerho; 
u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 267, 313, 1933. — 4 W. Kiessling, Chem 
Ber. 68, 597, 1935. 
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veschwindigkeit des Zuckers. Hierbei fallt aber auf, daB sie zuerst gréBer 
st und bereits deutlich absinkt, wenn noch iiber die Halfte der Saure 
unzersetzt ist. Doch kann man dann durch Zugabe von mehr Phospho- 
ylycerinsaure nicht die urspriingliche Gargeschwindigkeit wieder er- 
reichen. Dasselbe gilt genau so fiir Phosphobrenztraubensaure (vgl. 
z. B. Abb. 1, Kurve 1). Bei beiden Esterséiuren ergibt sich, daB in der 
relativ raschen Periode, die bei den von uns gebrauchten Verdiinnungen 
des Mazerationssaftes etwa 10 bis 15 Minuten anhalt, gar kein Phosphat 


abgespalten ist, sondern statt dessen zur Bildung von Zuckerphosphor- 


sdureestern verwandt ist. Der hierfiir nétige Zucker stammt aus einem 
praformierten Polysaccharid des Mazerationssaftes, das nicht Glykogen ist 
und sehr langsam hydrolysiert wird. Wahrend auf die Rolle dieses 
Polysaccharids erst bei spaterer Gelegenheit eingegangen werden soll, 
istin dem jetzigen Zusammenhang von Bedeutung, da die Geschwindig- 
keit der Anfangszeit offenbar durch die gleichzeitige Umesterung des 
Phosphats erhéht wird. Wie der spitere Garverlauf nach Umsatz der 
Phosphobrenztraubensadure zeigt, ist dabei die Eigengarung des ent- 
stehenden Hexoseesters so gering, daB diese nur sehr wenig zu der ge- 
samten Garungsgr6éBe beitragt. Diese Versuche gaben AnlaB zu unter- 
suchen, wie die Esterséuren in Gegenwart von Glucose vergaren. 


Il. Vergirung von Phosphoglyeerinsiure und Phosphobrenztraubensiure mit 
Glucose. 

Wird eine der Estersauren gleichzeitig mit Glucose zum Mazerations- 
saft gegeben, so setzt eine 4uBerst rasche Garung ein, bei der sowohl die 
Sauren wie die Glucose vergaéren; und zwar vergart dabei die Glucose 
auch unter solechen Umstanden, wo sie mangels auslisenden Hexose- 
diphosphats gar nicht oder erst nach sehr langer Zeit angegoren ware, 
z. B. in verdiinntem oder nicht ganz frischem Mazerationssaft. Dies 
bestatigt zunachst nur den Befund von F. Lipmann', wonach Phospho- 
glycerinsaure die Hexosediphosphorsdure bei der Angirung ersetzen 
kann; das gleiche trifft auch fiir die Phosphobrenztraubensaure zu. 
Geht man aber zu noch verdiinnterem oder alterem Hefeextrakt iiber, 
so vergaren nunmehr lediglich die phosphorylierten Sauren, aber nicht 
mehr die Glucose. Der Umsatz hért auf, wenn die der Saéure genau 
aquivalente Kohlensiuremenge aufgetreten ist. Dies stimmt mit 
dem Verhalten des Hexosediphosphats insofern iiberein, als auch dieses 
bekanntlich in geschidigten Enzymlésungen noch vergiren kann, die 
Glucose n'cht mehr angreifen. Die Garung von Phosphoglycerinsaure 
und Phosphobrenztraubensaure ist unter diesen Umstanden auffallig 
groB. Dabei wird kein Phosphat abgespalten, sondern auf den Zucker 


| Diese Zeitschr. 274, 412, 1934. 





Q), Meyerhot u. W. Kiessling: 


verestert. Diese Umesterungsreaktion laBt sich nun remer untersuche 


wenn man die Vergarung der Glucose vollstandig durch Fluorid od 
Jodessigsaure verhindert. 


Ze 
AR 
Z. 


0360 DW HD WW 5% WW 0 % % %0Min 
Abb. 1. Geschwindigkeit der Vergirung von Phosphobrenztraubensiure (Kohlensaure 
ausgetrieben). O,8ccm Mazerationssaft ir 


9 


nici 
in 2,0cem. Gehalt an Phosphobrenztraubensiur: 
mg P.O; Aquimolekular 820 emm CO». Ordinate: emm Kohlensiéure, Abszisse: Zeit in Minute: 
Kurve I < Phosphobrenztraubensiure allein, 

Kurve II Phosphobrenztraubensiure mit 2- 10-2 NaF, 
Kurve III @ @ Phosphobrenztraubensiure mit 6 mg Glucose und 2-10~-2 NaF, 
Kurve IV o © Phosphobrenztraubensiure 


O ° 6 mg Glucose Hexosediphosphat 
(0,12 mg P.O;) mit 2-10 


2 NaF. 
Man beachte die Induktionsperiode in den Fluoridansatzen, die in IV durch eine Spur Hexos 


diphosphat beseitigt wird. 





IMn. 
Abb. 2. Gargeschwindigkeit von Phosphobrenztraubensiure in Gegenwart von 5 


5- 10-2 N 
und Glucose bzw. Hexosemonophosphat (Embden-Ester). 


CO, durch Siiure ausgetrieben, 


Gang der CO,-Abgabe ohne Austreibung. 

0,2cem Mazerationssaft in 0.8cem. Phosphobrenztraubensiure 1,14mg P.);, aquivalen 
355emm CO, 

Kurve I und Kurvela 

Kurve Il 


--@ Zusatz von 9 mg Glucose, 
und Kurvella 


Zusatz von Embden-Ester mit 3,8 mg Hexosege 
Infolge frei Vergirung der Phosphobrenztraubensiure ist 


werdenden Alkalis t 
Retention am griéften zu Beginn der Kohlensiureentwicklung, in Kurve II wirkt dageger 


bei der 
Hexosemonophosphat, das sich allmihlich in Hexosediphosphat umwandelt, 


als konstant 
Puffer 
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itl. Vergirung von Phosphobrenztraubensaure in Anwesenheit von Glucose 
und Fluorid. 

Wie friiher gezeigt wurde, wird die reversible Umlagerung von 
?-Phosphoglvcerinsdure in Phosphobrenztraubensiure durch die ..Eno- 
lase‘’ von Fluorid in kleinerer Konzentration gehemmt als irgendeine 
indere Teilreaktion des Kohlenhydratzerfalls. Fluorid errichtet damit 
gleichsam eine Schranke, die die Reaktionskette, von welcher Seite sie 
kommt, zwischen den beiden Verbindungen unterbricht. Wenn auch 
diese Hemmung in lange dialysierten Extrakten nicht immer vollstandig 
ist!, so reichen jedenfalls in undialysiertem Mazerationssaft n/25 NaF 


immer zu vollstandiger Unterbrechung aus und n/50 NaF zu angenahert 
vollstandiger. Erst mit n/100 NaF ist die Hemmung unvollstandig und 
man erhalt dann nur eine Verlangsamung der Umsatzgeschwindigkeit. 
Die Vergirung der Phosphobrenztraubensauze wird zwar auch durch 
steigende Fluoridkonzentration verlangsamt, aber selbst durch n 10 NaF 


noch nicht vollstandig verhindert. Die Hemmung ist wegen des 
Geschwindigkeitsabfalls, der im Verlauf der Phosphobrenztraubensaure- 
spaltung eintritt, stark von der Zeit abhangig. Obendrein ergibt sich mit 
zunehmender Fluoridkonzentration eine Verlangerung der Induktions- 


periode. 





Hemmungsgréfe in Fluorid 


. in °/9 nach 
Konzentration 
5 Min 60 Min. 


Hemmungsgréfie in Fluorid 


in 9%, naeh 
Konzentration 
60 Min. 


n/ 100 35 n/10 63 
n/50 45 . n/D 46 
n/25 65 3 





Gibt man zu einem Mazerationssaft in Gegenwart von n 25 NaF 
liberschiissige Glucose und Phosphoglvcerinséure, so geschieht nichts, 
benutzt man aber statt der Phosphoglycerinsaure Phosphobrenztrauben- 
siure, so vergait diese nach einer kurzen Induktionszeit mit auber- 
ordentlich hoher Geschwindigkeit, wobei die gesamte Kohlensdure- 
bildung genau so grob ist wie bei der Vergarung ohne Glucose (vg! 
Abb. 1). Mit verschiedenen Fluoridkonzentrationen ist 
Geschwindigkeit nahezu gleich, im 
zuckertreien Ansatzen. Wie Abb. 3 zeigt, ist die Geschwindigkeit 
selbst in n/5 NaF noch nahezu unverandert, jedoch verlangert sich 
mit Erhéhung der Fluoridkonzentration die  Induktionsperiode. 
Wahrend der Induktionsperiode ist die Geschwindigkeit nur gerade so 
groB, wie mit Phosphobrenztraubenséure und Fluorid ohne Zucker, 


hierbei die 


maximale Gegensatz zu den 


' Siehe Akano, diese Zeitschr. 280, L110, 1935. 
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dann steigt sie fast plétzlich auf den Maximalwert. Genau so wie bei di 
Zuckergarung kann man durch eine Spur Hexosediphosphat die In 
duktionsperiode abkiirzen oder beseitigen (vgl. Abb. 3, Kurve III). D: 
nun, wie wir sehen werden, sich in der raschen Reaktion Hexosediphos 
phat bildet, hangt die plétzliche Erhéhung der Geschwindigkeit, gan: 
abnlich wie bei der Angarung des Zuckers, mit einer Autokatalyse dure! 
Fluorid 
offenbar die Bildung der ersten Spur Hexosediphosphat, aber nicht div 
Autokatalyse selbst. 


das entstehende Hexosediphosphat zusammen!. verzogert 


Wahrend bei alleiniger Vergarung von Phosphobrenztraubensaur 

neben Kohlensiure eine aquivalente Menge Acetaldehyd auftritt, de 
dann allerdings durch Ni 

(Acetoin 
bildung, Dismutation usw 


benreaktionen 


520, 
mums 


280} fe et 
M 7 


i 


allmahlich verschwindet 

entsteht in Gegenwart von 

Glucose an Stelle des Acet 

aldehyds eine fast aquiva 

lente Menge Athylalkoho! 

Dabei ist kein freies Phos 

phat aufgetreten, sondern 

sogar welches verestert, und 

0 6 DB & BD 3 Mn zwar bei geniigendem Ge 


Abb. 3. Verlauf der Phosphobrenztraubensiure- halt an 


giirung mit Glucose bei hoher Konzentration yon 
NaF. 0,4 cem Mazerationssaft in 1,2 ccm Phospho- 
brenztraubensiure mit 0,9mg P.O;, Aquivalent 
285 emm COs. 

Kurve | = @ in n 10 NaF, 

Kurve II o > in n/5 NaF, 

Kurve III in n 10 NaF mit 0,13 mg 

Hexosediphosphat. 


anorganischem 
Phosphat eine mit der ent 
Kohlensaur 
Meng 


de. 


standenen 
etwa aquivalente 
Im ganzen ist also 


doppelte Betrag des in der 





Phosphobrenztraubensaure 
enthaltenen Phosphats auf Zucker umgeestert. Hierbei hat sich zu klei 
nerem Teil leicht hydrolysierbarer, zu gr6Berem Teil schwer hydrolysiet 
barer Ester gebildet (Tabelle I A, Spalte 6 und 7). Die Verarbeitung diese: 
Ester, die weiter unten beschrieben ist, 
lysierbare Ester Hexosediphosphat ist, 


zeigt, daB der leicht hydro 
der schwer hydrolysierbar: 
Ester eine gewisse Menge Hexosemonophosphat enthalt und zur Haupt 
sache Phosphoglycerinséure ist. Wenn man das Hexosemonophosphat 
zum Hexosediphosphat hinzu rechnet, so stimmt unser Befund gut 7 


folgender Gleichung: 
2 Glucose 2 Phosphobrenztraubensaure 


1 Hexosediphosphat 


2 Phosphat 
2 Phosphoglycerinsaure 


2 Kohlensaure + 2 Alkohol. 


' Vgl. hierzu O. Meyerhof, Zeitschr. f. physiol. Chem. LO2, 185, 
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Dabei stammt aber wegen der Fluoridschranke die Kohlensaure 
und der Alkohol nur aus der Phosphobrenztraubensaure, wahrend 
andererseits die Phosphoglycerinsiure nicht durch Umlagerung der 
Phosphobrenztraubenséure entstanden ist, sondern aus Glucose, deren 
Veresterungsprodukt unter der Wirkung des Aldehyds zu Phospho- 
glycerinsaure oxydiert wird, wobei dieser selbst zu Alkohol reduziert 
wird. Diese Deutung wird, auBer durch die vorhergehenden auch noch 
durch weitere Tatsachen, insbesondere den Verlauf bei der Jodessigsaure- 
vergiftung bewiesen. Die angegebene Bilanzgleichung (1) ist nur fiir 
einen bestimmten Zeitpunkt, der etwa mit dem Ende des raschen Um- 
satzes zusammenfallt, genau erfiillt. Einerseits findet in langeren Zeit- 
raumen eine sekundére Umlagerung statt, die schon in unserer fritheren 
Arbeit beschrieben wurde!, namlich Glucose und Hexosediphosphat 
lagern sich in Gegenwart von NaF allmahlich in ein aquimolekulares 
Gemisch von Phosphoglycerinsiure und Glycerinphosphorsiure um, 
wobei eine dem Hexosediphosphat aquivalente Menge Glucose ver- 
estert wird und dann die Reaktion stehen bleibt. Infolgedessen nimmt in 
unseren jetzigen Ansatzen der schwer hydrolysierbare Ester spater 
langsam auf Kosten des leicht hydrolysierbaren zu und enthalt dann 
auch Glycerinphosphorséure. Dies ist aber am SchluB der raschen 
Vergirung der Phosphobrenztraubensaure noch nicht der Fall. 


Tabelle I. Vergarung von Phosphobrenztraubensaure in Fluorid 


in Anwesenheit von Glucose. 


A. Versuchsdaten. 





”» 
ng P ). 
mg P.O; 


Ver- 


ft r . * . . 
Hatem leaehe. Zugesetzte Schwund Schwund Ester-  Ester- 


Zeit 


Min. 


' O. Mey rhof u. 


Phospho- 
brenz- 
trauben- 
siiure 


von 
anorga- 
nischem 

Phosphat 


von Phos 

phobr enz- 

trauben- 
siure 


2,84 
3,04 


bildung 
leicht 
hydroly 
sierbar 


1,66 
2.0 
4.0 
0.0 
O85 
0.50 


W. Kiessling, diese Zeitsehr. 


bildung 
schwer 
hydroly- 
sierbar 


2,70 
3,10 
2,40 
3,19 
3,8 
4,0 
2.4 
0.84 
2,7 


3.45 


* Werte des CO, ohne Anstuern bestimmt, sind angesternt 


267, 


emm* 
‘oO 


613* 
615* 
$25* 
600 
975 
G15 
965 
1140 
151 
600 
620 


Acet- 
aldehyd 


0.78 
0.30 
0,22 
0 
0 
0 
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D 


Millimol Umsatz 


Ver- 
suchs- 
zeit 


Min 


Phosphobrenz- 
traubensdure 
geschwunden 


Anorganisches 
P 


geschwunden 


3.8 4.0 
2.8 4,3 
3.62 4.6 
276 
4.25 
1.90 
3.06 
3.60 

3 0 

& 2,00 2.60 

20 2 ba 2 60 


= ee) 
‘mm CO, ohne Ansiuern sind angesternt 


3,95 
4,55 
4,65 
4,75 
0,78 


Tabelle II. 
wart 


A. Versuc 


CO, 
gebildet 


2,5 * 
2y 

3, 

2.68 
4.35 
4,10 
4,30 
5.05 
O72 
2,70 
2,77 


-hsdaten. 


Alkohol 


gebildet 


2G 


2 24 
4,05 
1,37 
3.55 
2 60 
3.32 
4.15 
0.6: 
2 33 
2,28 


von Glucose und Jodessigsaure. 


Acetaldehyd 
gebildet 


nicht bestimn 


107 
0.68 
0,50 
0 
0 


() 


Vergérung von Phosphobrenztraubensiéure in Ge 





6 


» 
mg P.O; 


Jod- 


ssig- 
essig 


“ Ver- 
ZusatZ — branch 
Phospho- 
brenz- 
trauben- 
séure 


Nr Datum Zeit 


saure- 
konzen- 
tration 


brenz- 
trauben- 


saure 


6 S: 2.80 


Phospho- 


Ande-_ Ester- 
rung 

anorga- leicht 
nischen hydro- 
Phos- _ lysier- 
phats bar 


0 1,80 


Ester- 


bildung bildung 


schwer 

hydro- 

lysier- 
bar 


0.90 


Alko-| 
hol 


emm * 
Ci PY 


mg 


540 * 0,26 


O50 
a ee 0.07 
o a 0.21 


ORD 
0,75 


1025 
1045 
+ O85 1,75 1.05 1044 
08 1,50 1.40 1020 

** Versuch 2b gleichzeitig mit 4- 


2,10 
2 30 


i 0,20 
i 5 8.1% + 0.10 
30 


9 
ov) 


13.VI. 000 


5000 


*emm CQO, ohne Ansiiuern sind angesternt 


T 
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* versetzt 
Berechnung. 
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Millimol 
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traubensdure 
verschwunden 


Alkohol 


gebildet 


Acetaldehyd 
gebildet 


C6 dy 
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Andererseits tritt nicht immer gleich zu Beginn der Reaktion, und 
bei schlechter garenden Mazerationssaften iiberhaupt nicht, die der 
Kohlensaure genau aquivalente Menge Alkohol auf: das Fehlende ist 
dann Acetaldehyd, dessen Menge also am Anfang gréBer ist und dann 
ibnimmt (vgl. Tabelle 1B Nr. 4, Spalte 6 und 7). Es geht daraus hervor, 
daB primar Acetaldehyd entsteht, der dann erst durch das Veresterungs- 
produkt der Glucose zu Alkohol reduziert wird, cine Reaktion, die nicht 
immer ganz so rasch und vollstandig verlauft, wie die mit der Um- 
esterung zeitlich fest verkniipfte Kohlensaurebildung. 


IV. Umsatz mit Jodessigsiure. 


Jodessigsaure hemmt nicht die Vergiérung der Phosphoglycerinsaure 
zu Kohlensiure und Acetaldehyd. Dagegen hemmt es die Oxydo- 
reduktion, die zu Phosphoglycerinsaiure fiihrt und unterbricht also die 
Reaktionsfolge dort, wo das primare Veresterungsprodukt bzw. die 
daraus entstandene Triosephosphorsaiure zu Phosphoglycerinsaure 
oxydiert wird. Deshalb laufen im allgemeinen die Reaktionen, die durch 
Fluorid gehemmt werden, noch in Jodessigsiure ab und die, die mit 
Jodessigsiure gehemmt werden, noch in Fluorid. Das schlieBt aber nicht 
aus, daB gewisse Teilreaktionen weder durch Fluorid noch Jodessigsiure 
gehemmt werden, und zwar gilt dies, ebenso wie fiir die carboxylatische 
Spaltung der Brenztraubensiure, auch fiir einen Teil unserer Reaktion (1), 
nimlich fiir die eigentliche Umesterungsreaktion. 


Versetzt man einen Mazerationssaft 1 Stunde vor Versuchsbeginn 
mit 1 : 600 bis 1 : 2000 Jodessigsiure, so wird die Zuckergarung und die 
besprochene Oxydoreduktion vollstandig gehemmt. Dagegen vergart die 
Phosphobrenztraubensaure in Gegenwart von Glucose noch genau so 
rasch, wie in den entsprechenden Fluoridansatzen. Genau ebenso rasch 
vergart aber in diesem Falle auch die Phosphoglycerinsaure (vgl. Abb. 6, 
Nr. Ib), welche ja in Gegenwart von Fluorid nicht reagieren kann. Bei 
dieser raschen Vergérung wird nun kein Alkohol gebildet, sondern 
der Acetaldehyd bleibt unangegriffen: ferner ist das bei der Phospho- 
brenztraubensdurespaltung frei werdende Phosphat auf Hexose um- 
geestert, aber kein zusiitzliches anorganisches Phosphat. Das Ver- 
esterungsprodukt besteht aus leicht und schwer hydrolysierbarem 
Ester und ist ein Gemisch von Hexosediphosphat und Hexosemono- 


gl. unten). Die 


phosphat, ohne eine Spur von Phosphoglycerinsiure (vg 
Reaktionsgleichung lautet (wenn das Hexosemonophosphat zum_ Di- 


phosphat hinzugerechnet wird) 


| Glucose + 2 Phosphobrenztraubensiure 
1 Hexosediphosphat +- 2 Kohlensiure + 2 Acetaldehyd: (2) 


eine entsprechende Gleichung gilt auch fiir Phosphoglycerinséure. Da 


Jodessigsiure die Oxydoreduktion gehemmt hat, so ist auch die zi- 
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satzliche Veresterung von anorganischem Phosphat unterblieben, ab: 
die Umesterung selbst unter Bildung von Hexosephosphorsaure hat mi 
gleicher Geschwindigkeit wie in Fluorid stattgefunden. DaB Jodessig 
siure in der Reaktionskette eine Stufe vor dem Fluorid angreift, erhe||t 
besonders aus Versuchen mit Phosphobrenztraubensaure, in denen beicd 
Stoffe kombiniert werden. Dann tritt genau dasselbe ein, wie mit 
Jodessigsaure allein (Tabelle II, Versuch 2a und b). In Zusammenhang 
mit diesen Versuchen ergibt sich fiir die Bilanz in Gegenwart von 
Fluorid die Hypothese, daB das von der Phosphobrenztraubensaur 
umgeesterte Phosphat zur Bildung von Hexosephosphorsaure dient 
wahrend die Bildung der Phosphoglycerinséure wesent-ich durch das 
neu veresterte anorganische Phosphat geschieht, unter der gleich 
zeitigen oxydierenden Wirkung des Acetaldehyds. Diese letzter 
Reaktion ist nun genau identisch mit der in der friiheren Arbeit von 
uns beschriebenen (Garungsschema 1933, Reaktion c), wo aus Glucos« 
und Phosphat mit Acetaldehyd unter dem katalytischen EinfluB voi 
Hexosediphosphat Phosphoglycerinsaure entsteht und der Acetaldehyd 
dabei zu Alkohol reduziert wird. In unsere: jetzigen Reaktion steht de: 
Acetaldehyd nur in einer der Kohlensaéurebildung aquivalenten Meng 
zur Verfiigung, infolgedessen kann nur so viel Alkohol wie Kohlensaur 
entstehen. 
V. Einflu8 des Sulfits. 
Gieschwindigkeit der Umesterungsreaktion. 

Da die Umesterungsgeschwindigkeit und damit auch die Gi 
geschwindigkeit der Phosphobrenztraubensiure in Gegenwart von 
Zucker von der Reduktion des Acetaldehyds zu Alkohol unabhangig ist 
liegt es nahe festzustellen, ob sie auch von der Bildung des Acetaldehyds 
unabhangig ist, das heiBt, ob die alleinge Spaltung der Phosphobrenz 
traubensaure in Phosphat und Brenztraubensaéure, wenn man diese mit 
Sulfit abfangt, durch Zucker ebenfalls beschleunigt wird, wobei das 
Phosphat auf den Zucker umgeestert wird. Damit nicht der Zucker 
selbst unter diesen Umstanden vergairt, mu man das System, auBer mit 
Sulfit, auch noch mit n/30 Fluorid versetzen. In der Tat ist die Spaltungs 
geschwindigkeit auch unter diesen Umstanden in derselben Weise erhoht 
in etwa 3 Minuten ist der Endwert des Zerfalls erreicht, wahrend in 
Abwesenheit von Glucose selbst in 10 Minuten nur etwa 30°, un 
gesetzt sind. 

Beispiel (Versuch vom 21. Juni 1935). 

0,4 cem Mazerationssaft auf 1,5 eem; 0,028 n NaF und 0,125 n neutra 
lisiertes Bisulfit geben mit 0,25 eem Phosphobrenztraubensaure (enthalten 
2,53 mg Brenztraubenséiure) und 9mg Glucose in 1 Minute 0,85 mg. 

3 Minuten 2,35 mg Brenztraubensaure. Derselbe Ansatz, aber ohne Glucos' 
ergibt in 3 Minuten 0,63 mg Brenztraubenséiure und in 10 Minuten ety 
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oS mg. Genau wie in Gegenwart von Jodessigsaure andert sich dabei mit 
lucose der Gehalt an anorganischem Phosphat nicht; an Stelle der Phospho- 
brenztraubensdure treten Hexosephosphorsauren auf. 


Die absolute Geschwindigkeit der Vergarung der Phosphobrenz- 
raubensaure in Gegenwart von Glucose, bei Zusatz von Fluorid oder 
Jodessigsiure, ist mindestens so groB wie die Gargeschwindigkeit der 
Glucose im raschesten Abschnitt der ,,Phosphatperiode’*. Ein solcher 
Versuch ist auf Abb. 4 dargestellt, wobei die zu erwartende Gesamt- 
leistung an CQ, in allen Fallen gleich ist. Hier ist die Kohlensaure nicht 
durch Ansaéuern ausgetrieben; geschieht dieses (vgl. Abb. 2), so ist die 
Induktionsperiode noch 





“s : 600 © 
etwas kurzer, aber die 





Maximalgeschwindigkeit 
etwa dieselbe. Ist der 500 : 
Extrakt durch Stehen J Pibe + Sodees. (sith) 


a ; H Phér +Nat (+ Gluk) 
oder Verdiinnen etwas 7 1— Phir 


geschadigt, so bleibt die WGluk (+Hex) 
Geschwindigkeit der Ver- 


———— 
Pall ol 


<Agu Cb, 


girung der Phosphobrenz- 





traubensaure fast gleich, 
wahrend die Gargeschwin- 
digkeit des Zuckers  er- 
heblich sinkt. Der von 
uns verwandte Mazera- 








tionssaft ist dabei so giir- 0 6 Min. Zs 


kraftig, dafs die maximale Abb. 4. Vergleich der Girgeschwindigkeit yon 


' x oe Glucose mit derjenigen von Phosphobrenztrauben 
Gargeschwindigkeit des pegs 

© © siure. 0,2 cem Mazerationssaft. Phosphobrenz- 
Zuckers nahezu so grob traubensdiure 1,644 mg P.O, 525emm CO». 


ist, wie die Gargeschwin- Kurve I o o Phosphobrenztraubensaure in 
x “ a Jodessigsiureextrakt bei Gegenwart 

digkeit der lebenden Hefe, ven: 4S te Gheneee: 

aus der er dargestellt ist. Kurve II + + Phosphobrenztraubensiure ir 
¥o7 2R0 ree , ic Fluoridextrakt (4-10-2 NaF) und 
Bei 28° berechnet sich db den Ghee 

pro mg rrockengewicht Kurve III < Phosphobrenztraubensiure in 

der Hefe aus der det unvergiftetem Extrakt ohne weiteren 
: , ; Zusatz, 

Extrakt gewonnen Ist, Kurve IV @ @ Vergiirung von 4,5 mg Glucose 

eine Garung von 150 bis bei Zusatz von Hexosediphosphat 

9 : : (0.03 mg). Bei Veresterung der Hilfte 

200 emm ( O, pro Stunde. zu Hexosediphosphat sind 550 emm 


wahrend der Qs: der CO. in der raschen Giarperiode zu 
CO erwarten 

Hefe selbst etwa 200 bis 

350 betragt. Wirde man die Berechnung auf das eigene Trocken- 

gewicht des Mazerationssaftes durchfiihren, so ware er mindestens so 

girkraftig wie die Ausgangshefe. Diese Geschwindigkeit laBt sich 

allerdings in Abwesenheit von Arseniat nur wahrend der ..Phosphat- 
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periode’ aufrecht erhalten, das heiBt unter unseren Versuchsbedingung: 
nur 3 bis 4 Minuten, weil dann das praformierte Phosphat rest 
verestert ist, in Gegenwart von Arseniat bis nahezu zum Verbrauc! 
des Zuckers. Dabei wurden in der Rege] 0,2 bis 0,3 cem Mazeration- 
saft verwandt, die auf 1 cem verdiinnt, in etwa 10 Minuten 4 bis 8 my 
Zucker vergoren. 
Versuchsbeispiel. 

1. Arseniatversuch (22. Mai 1935): Mit 0,2 cem Mazerationssaft a 
0.9 cem. Arseniatkonzentration 3.107% mol., Zusatz: 4,5 mg Gluco 
(maximal 1100emm CO, gebend). Nach einer Induktionsperiode vo 
3 Minuten, gebildet in den folgenden 8 Minuten: 1020 emm CQ,, also ent 
sprechend 40 mg Hefetrockengewicht und 1 Stunde 7600 emm (QN2 190) 

2. Umesterungsreaktion (Versuch vom 14. Juni 1935): Zusatz 7 
0,2 ccm Mazerationssaft: Phosphobrenztraubensaéiure mit 1,1 mg P,O;, ent 
sprechend 350 emm CQO, und 4.107? n NaF in 0,8 cem Gesamtfliissigke 


Gebildet nach 1 Minute Induktionszeit in der folgenden zweiten Minut: 
102 emm, dritten Minute: 127 emm, vierten Minute 88 cmm, im ganzen i: 
3 Minuten 315emm oder in | Stunde 6300 emm (QN>, 160). 


Die Gargeschwindigkeit der Brenztraubensaure ist noch gréBer als 
die des Zuckers; bei gleichen Mengenverhaltnissen, wie in den voran 
gehenden Versuchen werden 2 bis 3 mg Brenztraubensaure in 1 Minut« 
zu etwa 80°, in 2 Minuten restlos vergoren. Trotzdem laBt sich bei de: 
Umesterung von Phosphobrenztraubensaure in Jodessigsaure- ode) 
Fluoridansatzen auch in Abwesenheit von Sulfit in den ersten 2 bis 
3 Minuten eine gewisse Menge freier, nicht umgesetzter Brenztrauben 
siiure nachweisen, die bei deren rascherer Vergarbarkeit nicht hatte da 


sein dtirten. 
VI. Veresterungsfihigkeit der verschiedenen Kohlenhydrate. 


Die Phosphobrenztraubensaure besitzt die groBe Gargeschwindigk: 
nur in Gegenwart der Zymohexosen Glucose, Fructose und Mannos: 
Mit anderen Kohlenhydraten als Akzeptoren des Phosphats wird zwa: 
ihre Gargeschwindigkeit auch gesteigert, aber weniger, und zwar stimmt 
jeweils die Geschwindigkeit der Vergairung tiberein mit der Geschwindig 
keit, mit der die betreffenden Zucker selbst in Abwesenheit von Fluorid 
aber unter sonst gleichen Umstanden, vergaren wiirden. Es ergibt sic! 
dabei die Reihenfolge: Fructose, Glucose, Mannose —Hexosemono 
phosphat — Glykogen, Starke —Galaktose— Dioxyaceton, — Glyceri: 
aldehyd, Mannit (vgi. Abb. 5 und 6). Das Verhalten ist mit Jodessig 
siure und Fluorid genau dasselbe. Wahrend Pentosen und Glyceru 
véllig unwirksam sind, haben die beiden Triosen und auch Mannit ein: 
schwache Wirkung. Bei letzterem nimmt die Wirkung mit der Zeit 
etwas zu, so daB hier méglicherweise eine langsame Oxydation 
Mannose eine Rolle spielt. 
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_— Wir sehen daraus, daB die Aufspaltungsgeschwindigkeit der Phospho- 


estli renztraubensaure in Gegenwart der verschiedenen Zucker durch deren 
i Veresterungsbereitschaft bedingt ist, denn in allen Fallen findet ja eine 
tion- (mesterung statt, die die Geschwindigkeit bestimmt. Diese Ver- 
en esterungsbereitschaft stimmt aber mit der Gargeschwindigkeit der 

Zucker selbst tiberein und man darf vielleicht annehmen. daB sie es ist. 


die die Gargeschwindigkeit reguliert. 


Abb. 5. Vergiirung von Phosphobrenz ony 
traubenséure in NaF bei Anwesenheit p. 
rschiedener Zucker. Na F-Konzentra- 500} 7 
tion 3-10-2 m Phosphobrenztrauben 7 These ang 
. ne ‘ Yd 
siure 1,50 mg P.O; = 475 emm CO 4 400; +f _ oe 
| Tag alter Mazerationssaft 0,35 cem auf j ; 10SEC - 
%. Zu jedem Ansatz 6mg Zucker. | 300: i 1 Op —— 
Glucose,  S ‘Glyhogen 
53> ent < Mannose, 200; ! — “ue 
igkeit, o Hexosemonophosphat. 
inut: - + Glykogen, hed | 
a Galaktose, 
@ ohne Zucker 
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Abb. 6. Vergérung von Phosphoglycerinsiiure und Phosphobrenztraubensiure im Jodessigsauie- 
extrakt, bei An- und Abwesenheit von Zucker. 

NNos' lage alter Mazerationssaft 90 Minuten mit 1: 1000 Jodessigsiiure inkubiert. Je 0.45eem Extrakt 

auf 1,0 cem. 


ligke t 


ZWil F , 
| Phosphoglycerinséure (2,0 mg P, 05), lla @ @ ohne Zusatz, 
timmi i Oo o ohne weiteren Zusatz, IIb mit 6mg Glucose. 
dnd 6 mg Glucose, Ile mit 6mg Dioxyacetor 
male If Phosphobrenztraubensiure (mit 1,65 mg P. Os) Ild A mit 6mg Mannit. 


uorid 


it sic! Friiher war festgestellt!, daB fiir die Vergarung des Glykogens die 


mono Harden- Youngsche Gleichung nicht gilt, sondern daB hier pro ver- 
eeLil garendes Hexosedquivalent 2 bis 3 mol. Hexosediphosphat entstehen. 
lessig Ebenso finden wir hier, daB bei Glykogen als Akzeptor kein Monoester 
dagegen mit Fluorid eine iiberschiissige Menge Hexosediphosphat 
auftritt, indem noch iiber das zu Phosphoglycerinsiure neu veresterte 
anorganische Phosphat ein weiterer Anteil zu Hexosediphosphat wird 


1 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 183. 176, 1927. 
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VII. Chemische Aufarbeitung der Bilanzversuche. 
Methodik. 


Zur Trennung der Phosphoglycerinséuren und der Hexosemonophosphi 
siure (Robison-Ester), deren Unterscheidung durch Aufnahme der Hyd: 
lysenkurven allein nicht méglich ist, wurden fraktionierte Bariumfallunge: 
yemacht, die dann mittels Hydrolysenkurve auf ihre Zusammensetzung h 
untersucht wurden. IT. Fraktion: Fallung in kongosaurer Lésung = mit 
', Volumen Alkohol; 2. Fraktion bei derselben Reaktion mit 2 bis 3 Teil: 
Alkohol; 3. Fraktion bei neutraler Reaktion mit 2 bis 3 Teilen Alkoli 
Die Fallungen wurden mit Alkohol und Ather getrocknet und gewogen; 
abgewogenen aliquoten Teilen wurde die Hydrolysenkurve bestimmt 
Wegen der Schwerléslichkeit der sauren Bariumsalze der Phosphoglyceri: 
saiuren befindet sie sich in den ersten zwei Fraktionen, wihrend die Hexos: 
monophosphorsaure bei diesem py praktisch in Lésung bleibt. Diese fal 
in der dritten Fraktion aus. Sie berechnet sich aus dem schwer hydrolysie: 
baren Anteil: Veraschungswert—180-Minuten-Wert, der mit 1,4 zu mult 
plizieren ist!. Der Betrag von 0,4 des sehwer hydrolysierbaren wird von dem 
leicht hydrolysierbaren Anteil abgezogen und aus der Differenz die Hexose 
diphosphorsaure berechnet, wobei jedoch zunachst Triosephosphorséwur 
und Phosphobrenztraubenséure abzusetzen sind. Die Triosephosphorsiéur 
wird durch das alkaliverseifbare P bestimmt. Dabei ist ein Teil durch die 
Aufarbeitung im neutralen py-Bereich zerstért worden. Die Phosphobrenz 
traubenséiure wird, wie oben angegeben, mit Jod und Alkali erfaBt, wobe 
die Differenz zwischen der Phosphatzunahme mit alkalischem Jod und 
Alkali allein maBgebend ist. Die geringe Bildung von Adenylpyrophosphor 
siure ist in den Tabellen nicht mit beriicksichtigt. 


Ansatz A: Phosphobrenztraubensaure + Glucose + n/25 NaF. 12 cem 
phosphobrenztraubensaures Natrium (mit 80mg P,O;) + 6 cem 
Glucose + 0,38 cem Hexosediphosphat (1 mg P,O;) werden zu 
Mazerationssaft + 6cem 0,4n Nak + 18 cem Wasser zugegeben und 
15 Minuten bei 28° belassen. In dieser Zeit war die Garung beendet. Nach 
EnteiweiBung mit 10 cem 40 ©, iger Trichloressigsaure wird | g Bariumacetat 
zugesetzt, neutralisiert und mit 3 Teilen Alkohol gefallt. Die Rohfallung 
wurde wieder aufgelést und dann auf die oben angegebene Weise fraktioniert 
In der folgenden Ubersicht ist der Anteil der einzelnen Fraktionen an det 
angegebenen Verbindungen in mg P,O, wiedergegeben und auSerdem di 
bei direkter Aufnahme der Hydrolysenkurve gefundenen Anteile, die ab 
nicht mit den betreffenden Verbindungen in den einzelnen Fraktionen genau 
gleichgesetzt werden diirfen. Denn bei der Analyse des Gesamtfiltrats sind 
die Anderungen im P-Gehalt gegeniiber frischem Mazerationssaft berechne! 
in der Bariumfallung sind die gesamten entstandenen Anteile enthalten, 
ohne Riicksicht auf etwa schon priformierte Mengen. Dabei ist als ,,Vei 
esterung’* die gesamte Menge neu veresterten anorganischen Phosphat- 
aufgefiihrt. 


Ansatz B: Phosphoglycerinséiure + Glucose 1: 2000 Jodessigsaure 
Je 20 cem phosphoglycerinsaures Natrium (80,5 mg P,O;), 1 e¢em hexos* 
diphosphorsaures Natrium (1,5 mg P,O;) + 6 cem 6°% ige Glucose + 3 cen 


' Vgl. K. Lohmann, diese Zeitschr. 262, 137, 1933; O. Meyerhof, ebend 
273, 80, 1934. 
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Gehaltmg P,O;indenFraktionen Ver 
teilung 


Zusammen 


{ydrolysenkurve 
ies Gesamtfiltrats 1 is 3 


Aufspaltung 
Zubildung alkali- Triosephosphor- 0,5 
verseifb. P saure 
’hosphobrenz- Phosphobrenz- 
traubensaure traubensaure 
Leicht hydroly- 7! Hexose- 
sierbarer P diphosphorsaure 
Schwer hydroly- 65 Hexosemono- 19,8 19,8 
sierbarer P phosphorsiure 
Phosphoglyecerin- | 50,8 9, 60.5 
saure 


140.5 130.6 


Wasser werden zu 10 cem Mazerationssaft + 7 cem Wasser 4eccm 1° ige 
Jodessigsiure gegeben und 4, 10 und 18 Minuten bei 28° inkubiert. Die Jod- 
essigsaure war | Stunde vor Beginn des Versuchs zum Macerationssaft 
zugesetzt. In der folgenden Ubersicht B sind nur die Werte fiir 10 und 
18 Minuten angefiihrt, weil die Umesterung langsamer als erwartet stattfand 
und sogar auch nach 18 Minuten noch nicht beendet war. In der Ubersicht B 
st die Aufteilung in die einzelnen Fraktionen fortgelassen und nur die Summe 
derselben fiir die einzelnen Verbindungen angefiihrt. 





mg P, 0; Zusammen 
- — Verarbeitung in 
des Gesamtfiltrats nach nach einzelnen Fraktionen nach nach 
10 Min. 18 Min. 10 Min 18 Min. 


Hydrolysenkurve 


Aufspaltung 1.6 1.6 
Zubildung alkaliver- 0,7 4,2 Triosephosphorsaure 
seifb. P 
Phospho- j Phosphobrenz- 
brenztraubensiure traubensiure 
Leicht hydrolysier- 5,f Hexosediphosphor- 23,7 
barer P Saure 
Schwer hydrolysier- 6 Hexosemono- 16,1 
barer P phosphorsaure 
Phosphoglycerin- 31, 19.0 
saure 


65.5 68 7. 67.4 


Ansatz C: Derselbe Versuch wie B, jedoch statt Phosphoglycerinsaure 
Phosphobrenztraubensiure (enthaltend 46mg P,O;). Verarbeitung nach 
|, 2 und 3 Minuten. Die Phosphobrenztraubensdure ist schon nach | Minute 
praktisch verschwunden, davon ist allerdings ein Teil in Phosphoglycerin 
saure umgelagert. Nach 3 Minuten sind im ganzen noch 11°, als Phospho- 
brenztraubensaéure und Phosphoglycerinséiure vorhanden, der Rest ist zu 
Zuckerester geworden. 
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ing P20; Zusamme: 


Verarbeitung 


Hydrolysenkurve . 
. . in einzelnen 


des Gesamtfiltrats nach nach nach nach 


1 Min. | 2Min. 3 Min. Fraktionen 1 Min. 2 Min. 


Autspaltung 9,5 6,4 
Zubildung alkali- 5,0 6,3 i Triosepbosphor- 
verseitb. P siure 
Phosphobrenz- 0) Phosphobrenz- 
traubensaure traubensaure 
Leicht hydroly- 22, é Hexose- 
sierbarer P diphosphorsiiure 
Schwer hydroly- , : Hexosemono- 
sierbarer P phosphorsaure 
Phospboglycerin- 
saure 


38,4 394 | 3 38 9 


Ansatz D: Glykogen Phosphobrenztraubenséure n/25 NaF. Je 
Scem phosphobrenztraubensaures Natrium (mit 30mg _ P,O;) + 3 cen 
5° iges Glykogen + 3cem Na-Hexosediphosphat (1,5 mg P,O5) 2 com 
Wasser werden zu 8 cem Mazerationssaft leem n NaF 4cem Wasse! 
gegeben und 10, 18 und 27 Minuten bei 28° inkubiert. 


D. 





mg P20; Tormststtane Zvsammen tallone 
der einzelnen in 

nach nach nach Fraktionen nach nach nach 27 Mir 
10Min. 18Min. 27 Min. 10 Min. 18Min. 27Min. 06 


Hydrolysenkurve 
des Gesamtfiltrats 


Veresterung 16,0 24,5 30,0 : 
Zubildung alkali-) 8,5 11,0 12,4 Triosephosphor- 
verseifb. P siiure 
Phosphobrenz- | 15,0 5,7 3,0 Phosphobrenz- 
traubensaure traubensaure 
Leicht hydroly- 26,9 31,2 36,4(7) Hexose- 
sierbarer I diphosphorsiiure 
Schwer hydroly- 1,0 10,3(?) Hexosemono- 
sierbarer P phosphorsaure 
Phosphoglycerin- 5, 2.5 | 20,0 
siure 


2: || 50,5 | 59,9 62,1 46.9 554 60,4 


Dureh die vorstehenden Ergebnisse der chemischen Aufarbeitung 
werden die oben formulierten Reaktionsgleichungen (1) und (2) bestatig 
Im Ansatz A (Phosphobrenztraubensaiure + Glucose + Fluorid) sind aut 
80mg P,O; zugegebener Phosphobrenztraubensiure nur 60 mg P,O; a 





organisches Phosphat verestert, wobei tibrigens, was in der Tabelle nich! 
angefiihrt ist, der Gehalt des Mazerationssaftes an anorganischem Phosphat 
um 90° 
geschritten. Von 140,5 mg P,O; neugebildeten Esters sind 130,4 mg identit 
ziert. Davon sind 60,5 mg 46,4°, Phosphoglycerinséure und das iibrig: 


verringert ist; sonst wire die Veresterung noch etwas weiter fort 
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13,6%, Zuckerphosphorsaéiure, wobei Hexosemonophosphorsiure, Hexose- 
liphosphorséure und Dioxyacetonphosphorséure, die sich durch die Gleich- 
gewichtsreaktion aus Hexosediphosphorsaéure bilden mu, in wechselnden 
\nteilen vorliegen. Thre Summe ist nahezu gleich der vorhandenen Phospho 
slyeerinsdure. Ferner betragt die zusitzliche Veresterung fast 1 zu 1 Mol 
imgeesterter Phosphobrenztraubensaure. 

Der Ansatz B (Phosphoglycerinsiure + Glucose Jodessigsiure) ist 
weniger beweisend, weil die Umesterung unvollstiindig ist. Nach 18 Minuten 
sind noch 19mg P,0,; Phosphoglycerinsiure von 80 mg zugesetzter vor- 
handen und einige Prozent aufgespalten. Von 67,4 mg P,O; neu gebildeten 
Esters sind 68 % Zuckerphosphorsaiure. Deutlicher ist der Umsatz in Gegen- 
wart von Jodessigsaure aus Ansatz C zu ersehen, wo bereits nach 3 Minuten 
von der zugesetzten Phosphobrenztraubensaure 90° zu Zuckerphosphor- 
siuren umgeestert und nur noch 10°, als Phosphobrenztraubensiure und 
Phosphoglycerinsiure vorhanden sind. Diese letztere ist hier nicht durch 
Umesterung entstanden, sondern durch die Gleichgewichtsreaktion Phospho- 
brenztraubensdiure <= Phosphoglycerinséiure, die ja durch Jodessigsaure 
nicht gehemmt wird. 

SchlieBlich ist der Ansatz D (Phosphobrenztraubenséiure Glykogen 

Fluorid) aufgearbeitet, um zu zeigen, dal’ diese langsamere Umesterung 
zu einer iiberschiissigen Bildung von Hexosediphosphorsaure fiihrt. In der 
dritten Zeit (27 Minuten) sind etwa 26 mg Phosphobrenztraubensaiure um- 
gesetzt. Von 62mg neu gebildetem Ester sind 60,5 mg P,O; als Ba-Salz 
abgeschieden worden. Davon sind 20mg P,O; Phosphoglycerinsiure und 
37 mg P,O; Hexoseesster, der vollstaéndig aus Hexosediphosphat (ein- 
schlieBlich Dioxyacetonphosphat) besteht. In der Tat ist hier also iiber 
das Aquivalentverhaltnis zur umgeesterten Phosphobrenztraubensdiure 
hinaus noch zusitzliches Hexosediphosphat entstanden, so daB nahezu 
doppelt soviel Hexosediphosphat + Triosephosphat vorliegt als Phospho- 
glycerinsaure. 

In den iibrigen Versuchen ist, wie man sieht, der Anteil von Hexosedi- 
phosphat und Hexosemonophosphat wechselnd, genau so, wie man es bei 
der normalen Garung findet. 


+e 


VIII. Ergiinzung des neuen Girungsschemas. 
Im Jahre 1933 wurde von uns das hier wieder zum Abdruck ge- 
brachte Garungsschema vorgeschlagen. 
2 a-Glycerin- 


. a phosphorsiure 
+ 1 Hexosediphosphorsaure = 4 Triosephosphorsaure - + 2 Phospho- 


+ 2 Phosphorsaure glycerinsaure 


Glucose a) 


Angarung 


| b) 2 Acetaldehyd 
2 Phosphoglycerinsdiure = 2 Brenztraubensaure +2C0, 


f + 2 Phosphorsaure + 2 Phosphorsaure 


1 Glucose ¢) 2 Phospho 





Hexosedi-[ 
phosphat-; +2 Phosphorsaure — 2 Triosephosphorsaure glycerinsdure 


Katalyse +9 Acetaldehyd 4+. 3 Acetaldehyd + 2 Alkohol 
A 


Stationarer 
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Dabei verlaufen die Reaktionen a) und ¢) in Fluorid, aber nicht 
Jodessigsiure und die Reaktion b) in Jodessigsaure, aber nicht 
Fluorid. Dab dieses Schema vielen Erscheinungen der zellfreien Garung 
gerecht wird, aber die richtige Geschwindigkeit der Zuckergérung un 
die Harden- Youngsche Gleichung nicht wiedergibt, riihrt, wie wir jetz! 
sehen, von der Inkonsequenz her, dab zwar in den Gleichungen a) w 
c) der Umsatz von Glucose -++- Zuckerphosphorséure beriicksichtigt ist 
in der Gleichung b) aber die Spaltung der Phosphoglycerinséure ohn 
vleichzeitige Anwesenheit eines freien Glucosemolekiils. Ersetzen wi 
diese Gleichung b) durch die oben wiedergegebene Reaktion (2) ab 
von Phosphoglycerinsaure aus, die in Jodessigsiure ablauft und durch 
Fluorid gehemmt wird, so beseitigen wir beide Mangel mit einen 
Schlage. Das ist in dem folgenden ergainzten Giéarungsschema de) 
Fall. Dabei sind auch die Verbesserungen angebracht, die das 
naihere Studium der Intermedidrreaktionen ergeben hat. Das inte: 


Erginztes neues Girungsschema. 
1m Glucose 2m @- Glycerinp 


i : Glvecerin- 
+ lm Hexosediph. >i4m Dioxyacetonph.> 4m ily. erin | 
2 H, PO, aldehydph. 


> +2m Phospii 
glycerins. 
9 2. Phone = 9 9.p : = 
. 2m 3-Phosplh 2m 2-Phospho- _ 
a wepne ; : dee ; ee Phosphobre nitr. + 2H,0 
glycerins. glycerinsaure , 


x 
Of 
- 


C. 2m Phosphobrenztr. + 1m Glucose > 1 m Hexosediph. +- 2m Brenztraubens 


ies 


> i 
2C0O, 2m Acetaldehyd 


stationar 


1 m Glucose prim. Verester.- 2m Phospli 
+2H,PO, - produkt > glycerinsidure 
+ 2m Acetaldehyd + 2m Acetaldehyd + 2m Alkohol 


Hexosediph.- | 
Katal. 





mediare Auftreten von Dioxyacetonphosphorséure ist zunachst nu 
bei Hexosediphosphorsiéure allein festgestellt!, und die anschlieBend: 
Umlagerung in Glycerinaldehydphosphorsaure ist auf Grund der Um 
lagerung dieser letzteren hypothetisch angenommen?. Infolgedesse: 
sind diese Zwischenreaktionen von A eingeklammert. Aus dem gleichen 
Grunde ist auf die Einschiebung der unbekannten Triosephosphorséure 
stufe in Gleichung D verzichtet worden. Dagegen ist die friiher in eine) 
Reaktionsgleichung enthaltene Aufspaltung der 3-Phosphoglycerinsaur 
in Kohlenséure und Acetaldehyd in zwei Stufen getrennt worden. Di 
erste Gleichung B gibt die beiden umkehrbaren Reaktionen 3-Phospho 
glycerinséure — 2-Phosphoglycerinsiure — Phosphobrenztraubensaur 
wieder. Diese Trennung von der weiteren Umlagerung der Phospho 


1 O, Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 271, 89, 1934. 
20. Meyerhof u. W. Kiessling, ebenda 279, 40, 1935. 
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prenztraubensaure ist notwendig, weil ja nur diese, nicht die Phospho- 
vlycerinsdure selbst, der Umesterung unterliegt. Im wbrigen geschieht 
lie Gleichgewichtseinstellung der Gleichung B unabhangig von An 
der Abwesenheit von Zucker so rasch, daB die Anwesenheit eines 
freien Zuckermolekiils hier nicht beriicksichtigt zu werden braucht. Die 
entscheidende Neuerung dieses Schemas gegeniiber dem von 1933 ist die 
eingeschobene Gleichung C, die an Stelle der friiheren b) tritt. Sie ent- 
spricht der Umesterung in Jodessigsaure, wahrend die Umesterung in 
Fluorid die Summe der beiden Reaktionen C und D darstellt. Dieses 
neue Schema enthalt somit, im Gegensatz zum fritheren, ein Reaktions- 
glied (C), das sowohl in Fluorid wie in Jodessigsiure ablaufen kann. 


Dieses Schema soll die zellfreie Garung des Zuckers wahrend der 
raschen ,,Phosphatperiode* wiedergeben und enthalt daher als End- 
produkte pro 2 Mol Glucose 2 Mol CO,, 2 Mol Alkohol, 1 Mol Hexose- 
diphosphat. Gleichzeitig werden 2 Mol anorganisches Phosphat ver- 


estert. Die anschlieBende langsame Vergirung des Hexosediphosphats 
muB dann direkt iiber Triosephosphat und Phosphoglycerinsaure er- 
folgen, ohne Umesterungsreaktion. Gerade das Fehlen eines Phosphat- 
akzeptors in Gestalt unvollstandig phosphorylierter Hexose diirfte 
fir die Langsamkeit der Vergirung des Hexosediphosphats ver- 
antwortlich sein. 

Wie schon kiirzlich hervorgehoben}, fallt hiermit auch ein gewisses 
Licht auf das Zustandekommen der Harden- Youngschen Garungs 
gleichung. Bei vollkommenem Synchronismus zwischen der Um- 
esterungsreaktion und der Reduktion des Acetaldehyds  wiirde 
dieser das bei der Phosphobrenztraubensaurespaltung entstehende 
primaire Umesterungsprodukt zu Phosphoglycerinséure oxydieren, und 
ohne Fluorid wiirde die Reaktion dann bis zu CO, und Alkohol weiter- 
gehen. Bei diesem Verlauf, der in der Jebenden Zelle verwirklicht sein 
diirfte, wirde keine Anhaufung von Hexosediphosphat erfolgen. Im 
Extrakt verliuft aber, wie man an manchen Ansatzen direkt sehen kann, 
die Reduktion des Acetaldehyds etwas langsamer als die Umesterung 
so daB das primaire Umesterungsprodukt zu stabiler Hexosediphosphor- 
siure wird, die von Acetaldehyd nicht mehr angegriffen werden kann?. 
Der Acetaldehyd reagiert infolgedessen erst mit einem zweiten Glucose- 
molekiil, das sich bei Gegenwart von etwas Hexosediphosphorsaure, 
unter Neuaufnahme von anorganischem Phosphat, in ein primares Ver- 
esterungsprodukt umwandelt. Diese St6rung des Synchronismus bzw. 
der raumlichen Ordnung der Reaktion laBt sich daher auf die 
Abtrennung der Fermente von der Zelle zuriickfiihren, wahrend in 


' O. Meyerhof u. W. Kiessling, Vorl. Mitt. Naturwiss. 23, 501, 1935. 
* Vgl. dazu O. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 267, 324, 1933. 
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vivo ja im stationéaren Zustand keine Zwischenprodukte angereichert 
werden. 

Mag nun diese Deutung zutreffen oder nicht, so gibt jedenfalls 
das neue Schema den tatsachlichen Verlauf der zellfreien Garung genau 
wieder. Das Hexosemonophosphat ist dabei allerdings auBer Betracht 
geblieben. Das instabile Veresterungsprodukt, das iiber intermediar: 
Triosephosphorséuren zu Phosphoglycerinséure oxydiert wird, bildet 
sich vielleicht iiber eine Hexosemonophosphorsdure, unter Aufnahn: 
eines zweiten Phosphorsiuremolekiils. Es ist dann selbst als eine Hexose 
diphosphorsaure anzusehen in Analogie zu derjenigen, die in Gegenwart 
von Arseniat entsteht. Man kénnte auch vermuten, daf diese primaren 
Veresterungsprodukte einen radikalartigen Charakter hatten und 
infolgedessen zu rascher weiterer Umsetzung befahigt waren, sich abe 
auch leicht in stabile Verbindungen gleicher Elementarzusammensetzuny 
umlagerten. In einer folgenden Arbeit! ist gezeigt, daB bei der enzymati- 
schen Spaltung der Phosphobrenztraubensaure die freie Energie um 
etwa 11000 cal abnimmt, welcher Betrag durch Umesterung des Phos 


phats auf Kreatin wiedergewonnen werden kann. Wenn Ahnliches 


bei der Umesterung auf Zucker stattfinden sollte, so kénnte das primare 
instabile Umesterungsprodukt, als Diester gerechnet, 22000 cal pro 
Mol mehr freie Energie besitzen als die stabile Hexosediphosphorsiure. 
Denn das System Hexosediphosphat + 2 Acetaldehyd + 2 Kohlen 
saure (neutralis.), das den Endzustand der Umesterung im Jodessig- 
siureextrakt darstellt, ist in seinem Energieinhalt kaum verschieden 
von dem System Glucose + 2 Phosphat -+ 2 brenztraubensaures Na- 
trium, da weder bei der Bildung des Hexosediphosphats aus 
Glucose und Phosphat noch bei der carboxylatischen Spaltung der 
Brenztraubensaiure? cine Warmeténung auftritt. Die auBerordentliche 
Erhéhung der Zerfallsgeschwindigkeit durch die P-Umesterung auf 
Zucker kénnte dann mit der Ubertragung dieser freien Energie zu- 
sammenhangen, die bei der Umlagerung der Enol-Brenztraubensaure 
phosphorsiure in normale Brenztraubensdure und anorganisches Phos- 
phat abgegeben wird*. Ein ahnlicher Betrag freier Energie kénnte 
bei der Oxydoreduktion mit Acetaldehyd iibertragen werden, da diese 
Dismutation, die zur Phosphoglycerinsiure fiihrt, auch eine ahnliche 
Warmeténung besitzt wie die Spaltung der Phosphobrenztraubenraure 

DaB das von der Phosphobrenztraubensdure umgeesterte Phos- 
phat teils zu Hexosemonophosphat, teils zu Diphosphat wird, wo- 
bei die Summe des veresterten Phosphats aquimolekular ist dei 


1 O. Meyerhof u. W. Schulz, ebenda 281, 292, 1935. — ? H. Blaschko 
diese Zeitschr. 158, 432, 1925. — * Die intermediire Umesterung det 
Adenylséure, die hier absichtlich auBer Betracht blieb, behandeln wir in 
einer besonderen Arbeit. 
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vleichzeitig auftretenden Kohlenséure, stimmt mit der Beziehung 
zwischen beiden GréBen iiberein, die von Harden! bei gleichzeitiger 
Bildung von Monoester und Diester in der zellfreien Géarung beob- 
achtet ist. 


SchlieBlich ist die Bedeutung der Umesterungsreaktion fiir die 
\ngérung des Zuckers hervorzuheben. Bei der Angarung sind zwei von- 
einander unabhangige Faktoren wirksam, einmal Hexosediphosphat und 
zweitens Acetaldehyd oder entsprechende Substanzen, die Hexose- 
diphosphat bzw. Acetaldehyd bilden kénnen. Acetaldehyd allein kann 
die Induktionsperiode nicht beseitigen, falls nicht eine geringe Menge 
Hexosediphosphat vorhanden ist, andererseits aber beschleunigt er die 
Angarung selbst noch bei hohem Gehalt an Hexosephosphorsiure. 
Ersetzen wir den Hexoseester durch Phosphoglycerinsiure oder Phospho- 
brenztraubensaure, so entsteht daraus einmal Acetaldehyd, andererseits 
durch Umesterung Hexosediphosphat. Das spontane Einsetzen der 
Garung in wirksameren Mazerationssaften scheint mit der Anwesenheit 
des Polysaccharids zusammenzuhangen, bei dessen Hydrolyse entweder 
eine Spur schon darin praformierten Hexosediphosphats freigesetzt wird 
oder dessen Spaltprodukte eine gréBere Fahigkeit zur direkten Ver- 
esterung besitzen als freie Hexose. Diese letztere verestert sich jedenfalls 
nur bei Anwesenheit von Hexosediphosphat, und zwar entweder ver- 
haltnismabig langsam nach Gleichung A auf Kosten des anorganischen 
Phosphats, oder sehr rasch auf Kosten von Phosphobrenztraubensaure 
(Gleichung C) —, oder schlieBlich gleichzeitig auf Kosten von um- 
geestertem und von anorganischem Phosphat, wenn auch Acetaldehyd 
anwesend ist (Gleichung C und PD). Hierbei wird das Maximum der 
Gargeschwindigkeit des Zuckers erreicht. 


Zusammenfassung. 


In der vorstehenden Arbeit wird gezeigt, daB die Zertallsgeschwindig- 


keit der Phosphobrenztraubensaure in Gegenwart von Zucker mindestens 


auf die Gargeschwindigkeit von Zucker erhéht wird, wobei das frei- 
werdende Phosphat auf den Zucker umgeestert wird. In Gegenwart von 
Fluorid, wo Hexose nicht mehr vergaren kann, entstehen  hierbei 
2 Mol CO,, 2 Mol Alkohol, 1 Mol Hexosediphosphat und 2 Mol Phospho- 
glycerinsdaure, wobei 2 Mol Phosphobrenztraubenséiure, 2 Mol Hexose 
und 2 Mol Phosphat verbraucht werden. 


In Jodessigsiure geht der Umsatz ¢benso rasch, jedoch tritt dann 
nur 1 Mol Hexosediphosphat auf, wihrend der Acetaldehyd liegen bleibt 
und keine zusitzliche Veresterung mit Bildung von Phosphoglycerin- 


1 Biochem. J., Alcoholic Fermentation, 4. Auflage 1932. 
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saure erfolgt. SchlieBlich ist der rasche Zerfall der Phosphobrenztraube1 
sdure in Gegenwart von Zucker auch noch beim Abfangen der Brenz 
traubensaure durch Bisulfit nachweisbar. Durch die Umesterung wir 
also nur die Aufspaltung in Brenztraubensiure und Phosphat be 
schleunigt, wahrend die carboxylatische Spaltung schon fiir sich raseh« 
verlauft als die Zuckergarung. 

Bei Benutzung verschiedener Zucker als Akzeptoren des Phosphat>- 
in Nak oder Jodessigsiure entspricht die Zerfallsgeschwindigkeit dei 
Phosphobrenztraubensiure der Geschwindigkeit, die die ungehemmt: 
Garung der betreffenden Zucker selbst gezeigt haben wiirde. Die gleicher 
Versuche lassen sich in Jodessigsiure auch mit Phosphoglycerinsaur: 
ausfiihren. 

Durch Einsetzen der obigen Reaktion in das kiirzlich (1933) vei 
éffentlichte Garungsschema an Stelle der Vergérung von Phospho 


glvcerinsiure wird dies Schema dahin erganzt, dab es die Gai 


geschwindigkeit des Zuckers und die Harden-Youngsche Gleichung 
richtig wiedergibt. 
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Uber die enzymatische Synthese der Kreatinphosphorsiure 
durch Umesterung der Phosphobrenztraubensiure'. 
Von 
H. Lehmann. 
Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizi- 
nische Forschung, Heidelberg.) 
(Eingegangen am 30. Juli 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wahrend die Synthese der Kreatinphosphorsdure aus Kreatin und 
Phosphorsaiure durch Koppelung mit der Milchséurebildung des Muskels 
schon lange bekannt ist? und auch im zellfreien Muskelextrakt gelingt®, 
erschien zunachst die in Abwesenheit von Milchséurebildung vor- 
kommende Kreatinphosphorsdéuresynthese schwer verstandlich*. 1931 
fanden O. Meyerhof und K. Lohmann®, daB mindestens in bestimmten 
Fallen dafiir eme Koppelung mit dem Zerfall des Adenylpyrophosphats 
verantwortlich ist, indem bei rascher Aufspaltung von zum Muskel- 
extrakt zugesetztem Adenylpyrophosphat Kreatinphosphorséure syn- 
thetisiert wird, vor allem bei schwach alkalischer Reaktion (py 8 
bis 10). Besonderes Interesse verdiente nun die kiirzlich von J. K. Parnas, 
P. Ostern und T. Mann® gefundene Kreatinphosphorsiuresynthese beim 
Zerfall von Phosphoglycerinsaure im jodessigséurevergifteten Muskelbrei. 
Durch die Jodessigsiurevergiftung wurde die spontane Milchsaure- 
bildung ausgeschlossen und unter diesen Umstanden fiihrte Phospho- 
glycerinsdure, die nur noch zu Brenztraubensaéure und Phosphorsaure 
gespalten werden konnte, eine Synthese des Phosphagens herbei. Wie 
die Entdecker der Reaktion selbst bemerkten, war hier nicht eine von den 
oben genannten verschiedene Reaktionskoppelung entdeckt, sondern 
vielmehr derjenige Intermediarvorgang der Kohlenhydratspaltung fest- 
gestellt, der fiir die mit der Milchséiurebildung verbundene anaerobe 
Synthese der Kreatinphosphorséure mindestens zu einem Teil ver- 
antwortlich ist. (Da8 er nicht allein die ganze Synthese wahrend der 
anaeroben Erholung des Muskels erklart, ergibt sich daraus, daB bis zu 


2 Mol Kreatinphosphorséure pro Mol Milchsaéure synthetisiert werden 


kénnen.) Aus vielen Griinden erschien es erwiinscht, diesen wichtigen 


' Vorl. Mitt. O. Meyerhof u. H. Lehmann, Naturwiss. 28, 337, 1935 
(27. April 1935). 20. Meyerhof u. K. Lohmann, ebenda 15, 670, 1927. 
’ Lehnartz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 184, 1, 1929; O. Meyerhof u. K. Loh- 
mann, 196, 22, 1928. 40. Meyerho/, Naturwiss. 17, 283, 1929. > Ebenda 
19, 575, 1931; diese Zeitschr. 253, 431, 1932. — © Diese Zeitschr. 272, 
64, 1934. 
















H. Lehmann: 


Befund von Parnas unter ibersichtlicheren Bedingungen mittels dial 
sierter Enzymextrakte des Muskels zu studieren. Dieser Aufgabe hab: 
ich mich auf Anregung und unter Leitung von Herrn Prof. Meyerho 
unterzogen. 

Da die Spaltung der Phosphoglycerinsdure in Brenztraubensaur 
und Phosphorsaure nur in Anwesenheit von Magnesium und von Adeny!| 
siure oder Adenylpyrophosphat gelingt, wobei dieses Co-Ferment 
system fiir die Spaltung der intermediaér auftretenden Phosphobrenz 
traubenséure benétigt wird!, so lag es nahe, dem Adenylpyrophosphat 
eine entscheidende Rolle fiir die Reaktion zuzuschreiben und zu untet 
suchen, ob sich nicht die neu gefundene Synthese letzlich auf die oben 
genannte mittels Adenylpyrophosphat zuriickfiihren 1a4Bt. Danac! 
wiirde sich Phosphobrenztraubensdure mit Adenylséure zu Adeny! 
pyrophosphat und Brenztraubenséure umestern und anschlieBend das 
Adenylpyrophosphat mit Kreatin zu Kreatinphosphorsaure und Adeny!] 
siure. Die polnischen Autoren hatten zwar eine solche Méglichkeit 
schon in ihrer ersten Mitteilung erértert, aber dann eine andere Deutung 
bevorzugt, offenbar, weil ihnen der oben genannte Befund der Um- 
esterung von Adenylpyrophosphat zu Kreatinphosphat zunachst ent 
gangen war und sie die von K. Lohmann beschriebene Spaltung dei 
Kreatinphosphorsiure unter Synthese von Adenylpyrophosphat? als ein 
Teilglied ihrer Umesterungsreaktion betrachteten®. Die genannte Ver- 
mutung hat sich in vollem Umfang bestatigt, und gleichzeitig klarte sich 
der Zusammenhang auf, der sich zwischen Spaltung und Synthese dei 
Kreatinphosphorséiure in Gegenwart des Adenylsiuresystems ergibt. 
SchlieBlich lieB sich die Reaktion auch auf das andere Phosphagen, die 
Argininphosphorsaéure, iibertragen. Hieriiber wird im folgenden be 
richtet. 


' K. Lohmann u. O. Meyerhof, diese Zeitschr. 273, 60, 1934. — * Ebenda 
271, 264, 1934. — * Wie soeben nach Niederschrift des Manuskripts e1 


schienene Arbeiten aus dem Parnasschen Institut zeigen (diese Zeitschi 
279, 1935: 7. Mann, S. 82; P. Ostern, T. Baranowski u. J. Reis, 8S. 85: 
J. K. Parnas u. P. Ostern, 8. 94; J. K. Parnas, Klin. Wochenschr. 14. 
1017, 1935), nehmen die Autoren jetzt auch die in der vorliegenden 
Arbeit begriindete Reaktionskoppelung an auf Grund von Versuchen, die 
sie ebenfalls mit inaktiviertem und dialysiertem Muskelextrakt, der nach 
der hiesigen Vorschrift hergestellt wurde, ausgefiihrt haben. Trotzdem 
erscheint die Veréffentlichung dieses Teils meiner Ergebnisse nicht tiber 
fliissig, weil durch sie die Bedingungen festgestellt sind, um erheblich 
héhere Umsatze zu erzielen, als sie bisher erreicht wurden und die Ab 
hangigkeit des gesamten Umsatzes und seiner Teilreaktionen von den 
daran beteiligten Faktoren quantitativ verfolgt ist. Es geniige deshalb, an 
dieser Stelle auf die Ubereinstimmung des Hauptarguments zwischen 
meinen und den neu ver6ffentlichten Arbeiten aus dem Parnasschen Institut 
hinzuweisen. Vgl. auch D.N. Needham u. van Heyningen, Nature 135, 
585, 1935. 
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Methoden. 


Zu allen Versuchen diente dialysierter Kaninchenmuskelextrakt, der 
nach der Vorschrift dieses Instituts hergestellt war!. Die Dialyse geschah in 
Kollodiumhiilsen gegen 0,5°, Kaliumchlorid bei 0°. Die Extrakte wurden 
dann im Kihlschrank aufbewahrt, fiir langere Zeit unter Toluolzusatz. 
Als Ausgangssubstanzen dienten: natiirliche 3-Phosphoglycerinsiure, dar 
vestellt nach der Vorsebrift von O. Meyerhof und W. Kiessling?, Adeny] 
pyrophosphorsiure und Adenylsiure nach K. Lohmann*, Adenosin- 
diphosphorsaure nach A. Lohmann *, synthetische Phosphobrenztraubensaure 
nach W. Kiessling ®, Kreatinphosphorsaiure wie spiter beschrieben. 

Der vorbehandelte Enzymextrakt wurde mit den verschiedenen an 
gegebenen Zusitzen gegen Lackmus neutralisiert, ferner mit 0,13 bis 0,26 % 
Natriumbicarbonat und etwa m/100 anorganisches Phosphat versetzt und 
im Thermostaten bei 20° oder 40° eine bestimmte Zeit inkubiert. 

Nach EnteiweiBung mit Trichloressigsiure wurde der Gehalt in den 
einzelnen Fraktionen wie folgt festgestellt: Kreatinphosphorsiiure in mg 
P,O; als Differenz des direkt bestimmten und mit Magnesiumcitrat aus- 
gefillten anorganischen Phosphats; Phosphoglycerinsiure als  schwer 
hydrolysierbares Phosphat, Differenz von 180 Minuten Hydrolyse in n HCl 
und Veraschungswert (eventuell unter Abzug eines Drittels der Adenylsiure) ; 
Adenylpyrophosphat durch den Phosphatzuwachs nach 7 Min. Hydrolyse 
(,,Ap.‘*) unter Abrechnung eines Anteils von Phosphobrenztraubensaure, der in 
dieser Zeit hydrolysiert wird (43°, der vorhandenen Phosphobrenztrauben- 
siure). Die Adenylséure wurde durch Abspaltung von Ammoniak mittels 
des Schmidtschen Desaminaseextraktes® und Bestimmung des Ammoniaks 
in der Parnasschen Apparatur gemessen. SchlieBlich wurde die Phospho- 
brenztraubenséure nach Lohmann und Meyerhof durch Aufspaltung mit 
Natronlauge und Jod bestimmt oder, falls kein leicht hydrolysierbarer 
Ester anwesend war, durch den P-Wert nach 60 Minuten Hydrolyse. Die 
Berechnung aller Versuche geschah in mg P,O; pro 10 cem Gesamtfliissigkeit, 
meist mit 3 bis 5ceem Enzymextrakt. 


I. Bedingungen fir den Gesamtumsatz. 

Nachdem orientierende Versuche, die im Dezember 1934 ausgefiihrt 
waren, gezeigt hatten, daB die von Parnas im jodessigsiurevergifteten 
Muskelbrei_ gefundene Reaktion in dialysiertem Muskelextrakt bei 
Abwesenheit von Kobhlenhydrat vor sich geht, wenn Phosphoglycerin- 
saure sowie eine gewisse Menge Adenylpyrophosphat oder Adenylsiure 
zugesetzt sind, war es klar, daB eine gréBere Zahl von Reaktionsgliedern 
an dem Zustandekommen der Umesterung beteiligt ist. Als soleche waren 
in Betracht zu ziehen: Die umkehrbare Reaktion 3-Phosphoglycerinsaéure 
— 2-Phosphoglycerinsiure —~ Phosphobrenztraubenséure durch die 
beiden Enzyme Phosphoglyceromutase und Enolase; die Aufspaltung 
und Synthese von Adenylpyrophosphat: Adenylpyrophosphat 


' O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 395, 1926. 2 Ebenda 267, 313, 
1933. — * Ebenda 254, 381, 1932. + Diese Zeitschr. im Druck. 
* Chem. Ber. 68, 597, 1935. — ® Schmidt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 
243, 1928. 
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Adenosindiphosphat + Phosphat <> Adenylsaure + 2 Phosphat 
die Synthese und Spaltung der Kreatinphosphorsiure. Wenn, wie 
wahrscheinlich war, die Teilreaktionen durch Umesterung des Phosphat 
zustande kamen, waren dafiir andere Bedingungen vorauszusehen a 
fiir direkte Spaltung 

In der Tat ergab sich, daB die Reaktion um so besser ablauft 
alter der Extrakt und je griindlicher er dialysiert ist, unter Bedingunge: 
wo keine der am System beteiligten Komponenten direkt unter Bildung 
von anorganischem Phosphat oder NH, aufgespalten werden kénne: 
Andererseits gelang die Reaktion mit Phosphoglycerinséure bei 40) 
vollstandiger als bei 20°, waihrend sich bei Phosphobrenztraubensaur 
kein Unterschied zeigte, eine Tatsache, die mit der Aktivitat der Ferment: 
der oben genannten Gleichgewichtsreaktionen zusammenhangt. Zun 
3eleg mégen zunachst die folgenden Versuchsbeispiele dienen. 


Versuch lI. 
6 Tage alter Extrakt, 5 Stunden dialysiert. Zusatz zu 10 ecm: Adenylpy: 
phosphat mit 0,5 mg Ap. (Ap. = Adenylpyrophosph. in mg leicht hydr 
lysierbarem P,O;), 16 mg Kreatin und Phosphoglycerinsaure. 





) wyeer T Zunahme mg P.O 
Phosphoglycerin- Tempe- : 

siiurezusatz ratur 
in mg P, O 


Zeit - 7 
Phosphobrenz- anorganisches Kreatin- 
Cc Min tranbensaure Phosphat phosphorsiur 


20 £ 0 0,37 
20 15 0 1,43 
20 1E 1,6 0 0.85 
20 4: 1,21 0,12 2,75 
40 1: 


) 1.2' ) 0 3.62 


Crore oro 


bo bo 
i} fod fon ad 
to SII tO 


Man sieht aus Versuch 1, daB bei 40° in 15 Minuten von 
P, O.-Phosphoglycerinsaure die Halfte umgeestert ist, bei 20° aber selbst 


.2 mg 


in 45 Minuten mit der dreifachen Menge Phosphoglycerinsaure wenige: 
Versuch 2. 
Zusatz 6,6mg P,O,;-Phosphoglycerinsaure. Adenylpyrophosphat mit 0,5 mg 
Ap. 20mg Kreatin. Temperatur 40° C. 





7 F yr P,O-« 
Alter des Dauer der Versuchs- =e mg P20s 


Extraktes Dialyse zeit 
in Tagen 





Phosphobrenz- anorganisches Kreatin- 
Std. Min. traubensiure Phosphat phosphorsaur 


60 0 6,05 0,82 
45 0,68 0 4,23 
45 0.21 0 5,21 


Versuch 2 zeigt, daB in 2 Tage altem, 5 Stunden dialysierte: 
Extrakt kaum eine nachweisbare Synthese stattfindet, sondern dir 
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Phosphoglycerinsaure (auf dem Wege iber Kreatinphosphorsaiure) zu 
norganischem Phosphat aufgespalten wird. Nach 15 Stunden Dialvse 
och besser aber mit 11 Tage altem Extrakt werden dagegen ohne Ab 


:paltung von anorganischem Phosphat in 45 Minuten etwa drei Viertel 


er zugesetzten Phosphoglycerinsaure umgeestert 


Dab die Reaktion in zwei aufeinanderfolgende Umesterungen zu 
zerlegen ist, in deren erster sich Phosphobrenztraubenséure mit Adeny! 
saure zu Adenylpyrophosphat und Brenztraubenséure umsetzt, wahrend 
n der zweiten Adenylpyrophosphat mit Kreatin zu Kreatinphosphor 
siure und Adenylsaure reagiert, wird am klarsten dadurch erwiesen, dal 
man Adenylsiure als Co-Ferment verwendet und, wahrend man in 
‘inem Ansatz sofort Kreatin zusetzt, es zunachst im zweiten fortlaBt 
und dann, nachdem ein Teil verarbeitet ist, Kreatin nachtraglich zugibt. 
Im ersten Ansatz ist die Phosphoglycerinsaéure zu Kreatinphosphorsiure 
umgeestert, im zweiten Ansatz ist die ganze Adenylsiure zu Adenv! 
pyrophosphat geworden, wobei ein Teil der Phosphoglycerinsaéure ver- 
braucht wurde (ein anderer Teil ist zu Phosphobrenztraubensaéure und 
anorganischem Phosphat geworden). In der zweiten Halfte dieses 
zweiten Ansatzes, zu der Kreatin zugesetzt ist, hat aber wieder das 
Adenylpyrophosphat stark abgenommen und aus ihm sowie aus zu- 
satzlich gespaltener Phosphoglycerinséure ist Kreatinphosphorsaure 
entstanden (Versuch 3). 

Versuch 38. 
7 Tage alter, 6 Stunden dialysierter Extrakt. Temperatur 40°. 20 mg 


Kreatin. 





mg P.O 


selbst ©, 5/| 9! roe 
niger =U Bemerkungen _in 
- : > Minuten 


Zu 


Apyro (0,5 mg P.O, 
Zusatz) 
— 0,45 


ohne Kreatin 2 3,15 | 238 262 115 

OF ee ical a 

12,5mg Kreatin nach 720 300 105 06 320 
20) Minuten 


Es ist bemerkenswert, da der zu vorstehenden Versuchen ver- 
wandte Extrakt Adenylpyrophosphat in Abwesenheit von Phospho- 
glycerinsiure und Kreatin nicht dephosphoryliert. Z. B. entsteht aus 
zugesetztem Adenylpyrophosphat mit 2,4mg Ap. in 306 Minuten kein 
nachweisbares anorganisches Phosphat, wahrend bei Zusatz von Kreatin 
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und Abwesenheit von Phosphoglycerinsaure !/, zu Kreatinphosphorsau 
wird. Das gleiche gilt iibrigens auch bei alkalischer Reaktion, wo unt 
geeigneten Bedingungen 80 bis 90% des Ap. der Adenylpyr 
phosphorséiure zu Kreatinphosphorsiure umgeestert werden kénne) 
Ein derartiger Versuch ist im vierten Abschnitt wiedergegeben (V: 
such 13). Da also in einer ersten Reaktion durch Umsatz von Phosplh: 
brenztraubenséure mit Adenylsaure Adenylpyrophosphat gebildet, 

einer zweiten durch Umesterung von Adenylpyrophosphat mit Kreati 
neben Kreatinphosphorsaiure Adenylsdure wieder entsteht, so mu 
wenn weder Adenylpyrophosphat noch Adenylséure durch Nebe: 
reaktionen umgesetzt werden, eine auBerordentlich kleine Menge vo 


ihnen ausreichen, um einen beliebigen Umsatz zu bewirken, d. h., das 


Adenylpyrophosphat wirkt dann als typischer Katalysator. Das ist di: 


Grund fiir die besonders hohe Wirksamkeit alter und lange dialvsierte) 
Extrakte, daB in ihnen weder eine Desaminierung der Adenylsaure noc! 


eine spontane Abspaltung von Phosphat aus Adenylpyrophosphat mégli: 


ist. Aus dem folgenden Versuch 4 sieht man, daB ein 12 Tage alte 


Extrakt bei kleinen Adenylpyrophosphatkonzentrationen etwa d 


100fache Menge davon in 15 Minuten zu Kreatinphosphorsaéure synthe- 


tisieren kann. 
Versuch 4. 


10 und 12 Tage alter, 14 Stunden dialysierter Extrakt (4 cem zu 10 Gesamt- 


volumen). Zusatz 11,3 mg P,O;-Phosphoglycerinséure, 28,6 mg Kreati 
0,6mg Mg, 4mg P,O; als anorganisches Phosphat, 0,13°, Natrium! 


carbonat. Temperatur 40°. 





Alter des Kreatinphosphorsduresynthes« 
Extraktes 
in Tagen 


Versuchszeit Apyrozusatz 


in ) te 1g 2 ( J 
n Minuten mg Ap mg P.O Umesterung 


10 10 i Be 

LO 40 i 

10 10 0.3 
10 40 0,3 
10 10 0,09 
10 40 0.09 
12 15 0,09 
12 15 0,03 
12 15 0,009 


HS to 


— bo co tO tO LO 


5 
2 
oO 


32 
20 
10 


Das Co-Fermentsystem der Milchséiurebildung!, sowie das fiir 


Spaltung der Phosphobrenztraubensaure*, besteht aus Adenylpyr 
phosphat und Magnesium. Daher war zu erwarten, daB auch d 
Parnas sche Reaktion™ auf die Anwesenheit von Magnesium angewies: 


' K. Lohmann, diese Zeitschr. 237, 445, 1931. — * AK. Lohman 
O. Meyerhof, ebenda 273, 60, 1934. 





and 
Stal 
Die 
Her 
gew 
saul 
steh 
sich 
kan: 
synt 
bei 
gem 


stati 
trak 


Enzymatische Synthese der Kreatinphosphorsaéure usw. 


t, und das ist in der Tat der Fall. Bei gewéhnlicher Dialyse gelingt es 
schwer, die letzten Reste des Magnesiums zu entfernen. Dialysiert man 
aber zunachst gegen 0,5°, KCl und dann noch einige Stunden gegen 
dest. Wasser, so erhalt man an Magnesium stark verarmten Extrakt, bei 
dem dann der EinfluB desselben sehr deutlich zu erkennen ist. Dabei 
zeigt sich, daB bei Vermehrung des Adenylpyrophosphats das Defizit 
des Magnesiums zum Teil ausgeglichen wird, wie es ahnlich von A. Loh- 
mann bei der Magnesiumwirkung auf die Milchsiurebildung beobachtet 
wurde. Jedenfalls kann aber bei ginzlichem Mangel an Magnesium die 
Reaktion ebensowenig stattfinden, wie bei Mangel an Adenylpyro- 
phosphat. 

Versuch 5. 
s Tage alter Extrakt, 13 Stunden gegen 0,5°, KCl, 3 Stunden gegen dest. 
Wasser dialysiert und dadurch magnesiumarm gemacht. Zusatz 33 mg 
Kreatin, 4,45 mg P,O; als anorganisches Phosphat, 0,13°, Bicarbonat. 


Temperatur 40°. Umsatz in 20 Minuten. 





Phospho- Sire cer ieee mg P.O { der zuge 
Apyrozusat , , : 
glycerinsdure aaa mee mg Mg-Zusatz Kreatinphosphor- setzten Phospho 
mg P.O; S ap- siuresynthese elycerinséure 


w 


11,6 r 1,54 
4.51 


“ 
‘ 
oa 
7 


0) 
{) 


0.6 


Durch Zusatz verschiedener Carbonat-Bicarbonatgemische und 
andererseits durch verschiedene Kohlenséurekonzentration bei kon- 
stantem Bicarbonatgehalt, wurde das px zwischen 6,6 und 10,7 variiert. 
Die optimale Zone der Reaktion liegt zwischen pq 9,3 und 6,8. Die 
Hemmung bei alkalischerer Reaktion betrifft zum Teil die Gleich- 
gewichtseinstellung Phosphoglycerinsiure <= Phosphobrenztrauben- 
saure. LaBt man den Extrakt mit Phosphoglycerinsaure 20 Minuten 
stehen und gibt erst dann Soda und Adenylpyrophosphat hinzu, nachdem 
sich eine gewisse Menge Phosphobrenztraubenséure gebildet hat, so 
kann jetzt diese auch bei px 10,7 noch zur Kreatinphosphorsdure- 
synthese fiihren. Ein Beispiel des Umsatzes von Phosphoglycerinsaure 
bei verschiedenem py zeigt Versuch 6 (das pu wurde mit der Gaskette 
gemessen, in Gegenwart von CO, manometrisch bestimmt). 

Die in den Versuchen | bis 6 wiedergegebenen Erfahrungen ge- 
statteten, betrachtliche Mengen Phosphoglycerinsaure mit alten Ex- 
trakten nahezu vollstandig umzuestern und damit eine Methode zur 
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Versuch 6. 
8,5 mg P,O,-Phosphoglycerinséiure, in A. 35mg, in B. 67 mg Kreat 
0.6 mg Magnesium; 2,5 cem Extrakt auf 10 cem. Umsatz 20 Minuten bei 4 





Kreatin- 1 

Puffergemisch Apyro- phosphor- Phosp) 
0 is wnat ) zusatz siure- giveer 

’ mg Ap. synthese siiure 
mg P20 umgeest 


A. 17 Tage Na, CO 0.6 
Soxteak Na, COs 
NaHCO, 
Na, COs 
NaHCO, 

NaHCO, 


O6 


0.6 


13 Tage NaHCO. mit 5° 
oie NaHCO, . 66% CO, 
NaHCO, , 100°, CO, 6.6 f 10.8 

Darstellung reiner Kreatinphosphorséure zu gewinnen, die sich durc! 
ihre Einfachheit und Bequemlichkeit vor allen anderen bekannte: 
Methoden auszeichnet. Die Ansaétze kénnen von anorganischem Phos 
phat freigehalten werden und die Mengen- und Zeitverhaltnisse so 
gewahlt werden, daB von vornherein 90°, des gesamten organisch 
gebundenen Phosphats aus Kreatinphosphorsaure bestehen. Der Kest 
wird als in Wasser unléslicher Bariumniederschlag abgetrennt, wid 
zwar sind die bei der Darstellung aus Muskulatur stérenden Begleit 
substanzen wie Hexosemonophosphorsaure hier abwesend. Als Beispi 
eines solehen groBen Umsatzes diene Versuch 7, wahrend Versuch s 
eine praparative Darstellung der Kreatinphosphorsadure  wiedergibt 
die zusammen mit Herrn Ph. Schuster durchgefiihrt wurde. 


Versuch 7. 
14 Tage alter, 16 Stunden dialysierter Extrakt. 3,3 cem auf 10 ecm Gesar 
fliissigkeit. Zusatz 100mg Kreatin; Phosphoglycerinsiure mit 
P,O;, Adenylpyrophopshat mit 2,6mg Ap., 2mg Mg; 0,2, Natriu 


27,21 


bicarbonat. 





mg P, 0; 
, ’ , Umesteru 
vorhandene vorhandene Zunahme von Synthese von 
Phospho- Phosphobrenz- anorganischem Kreatin- 
glycerinsiure  traubensture Phosphat phosphat 


Oo 0 0 
2 0 0,49 12,9 
(85 0.3 0.55 18.7 
89 0,1 0,42 24.0 


2 
1 
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ersuch 8. Praparative Darstellung von Kreatinphosphorsaure 


oO 


oiger Salzsaéure 


8g 3-phosphoglycerinsaures Barium in 6eem = 25 
» 


50 cem dest. Wasser gelést, Barium mit 25 cem m/2 Na,SO, entfernt, 
Sulfatniederschlag gewaschen und Lésung neutralisiert ; 100 mg adenyipyro 
phosphorsaures Barium (enthaltend 15 mg Ap.) gelést und von Barium 
vefreit; 50 mg Magnesium als Icem MgCl: 3,5¢g Kreatin in 350 c¢em 
Wasser; 100 ¢cem 2,6°,iges Natriumbicarbonat werden auf | Liter Wasser 
ufgefiillt. Dazu werden 500 ccm eines 6 Stunden dialysierten, 11 Tage 
iiten Wasserextraktes aus Kaninchenmuskulatur gegeben. Die Enzym 
ésung wird 30 Minuten bei 40° gehalten, wahrend der folgenden 30 Minuten 
n einer Kaltemischung auf 0° abgekiihlt, durch Zusatz von 60g kristalli- 
sierter Trichloressigsaure enteiweiBt. In 1600 cem Gesamtfliissigkeit vor 


miameun Anorgenisches P,0, ....... +: 40 mg 


Direkt bestimmbares P,O,; . . . . . 1332 
Veraschungswert. . ... . . 3 ee 

90 °,, des Phosphats sind also als Kreatinphosphorsaure vorhanden. Die 
Losung wird mit 40g festem Bariumacetat versetzt und auf etwa 70°, 
\lkohol gebracht, die L6sung wiederholt in Wasser geschiittelt. Adeny! 
pyrophosphat, Phosphoglycerinsaure und Phosphobrenztraubensaure bleiben 
im Ungelésten. Der wasserlésliche Teil wird wiederholt mit 70 °,igem Alkohol 
imgefallt und dann getrocknet. Erhalten 5,78 g kreatinphosphorsaures 
Barium. 

P-Analyse (mg P,Q;). 
Anorganisches Phosphat . . . . 0 % P.O; 
Direkt bestimmbares Phosphat . 16,8°, P.O; 
Veraschungswert. ...... . 169% P.O, 

In bezug auf P,O; 99,5°, rein. Bariumgehalt 34,7°, (aus P,O, be 
rechnet 32,6). In dem Bariumsalz sind noch etwa 1% Brenztraubensaure 
enthalten, die beim Aufbewahren spontan zerfallt, so daB durch nochmalige 
Umfallung einige Tage spiter ein véllig reines Priparat gewonnen werden 
kOnnte. 

II, Umesterung der Phosphobrenztraubensdure. 

Die vorstehenden Versuche sind mit Phosphoglycerinsdure ge- 
macht worden, um die Bedingungen fiir die Gesamtreaktion festzustellen. 
Jedoch war es von vornherein klar, dab die Umesterung an der Phospho- 
brenztraubensdure einsetzt!. Da gerade die Gleichgewichtsfermente 
zwischen Phosphoglycerinsaiure und Phosphobrenztraubensaure empfind- 
lich sind, war zu erwarten, da8 der Umsatz mit Phosphobrenztrauben- 
siure rascher und vollstandiger verliefe. Dies ist auch der Fall, und 
obendrein gelingt hier in etwas langerer Zeit bei 20° ein ebenso voll- 
standiger Umsatz wie bei 40°. Dies zeigt der folgende Versuch 9. (Zu 
ulen Versuchen diente synthetische Phosphobrenztraubensaure von 
IV. Kiessling.) In diesem Versuch ist bei 40° in 5 Minuten der Umsatz 
schon praktisch beendet (84°, Synthese), wahrend mit Phosphoglvcerin- 
sdure erst 14°, umgeestert sind. Bei 20° ist in 5 Minuten bereits die 
Halfte der Phosphobrenztraubensiure umgeestert. 


1 Vel. auch 7. Mann, diese Zeitschr. 277, 380, 1935. 
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Versuch 9. 
10 Tage alter, 11 Stunden dialysierter Extrakt. 3,0 cem auf 10 cem Gi 
samtfliissigkeit. 1,0mg Ap., 0,7 mg Mg, 40mg Kreatin, 4,5 mg P,O 
anorganisches Phosphat und 0,13, Natriumbicarbonat zugesetzt. 





Zusatz mg P.O; mg P.O 
Ver- Zei Phospho- anorga- 

Phospho- suchs- eit Phospho-  * posba steoie Kreatine Um 
brenz- Phospho- tempe- in glycerin- ore nZ- nis¢ 1e8 phosphor- este 
trauben- | Slycerin- — yatur Minuten siure trauben- I pi te rag siuresyn- Tung 
siure saure 2 vorhanden Bente was il these 

0¢ vorhanden  spalten 
12,75 20 D 0,77 4,52 0.37 6,46 50 
12,75 20) 45 0.43 1,10 0,87 10.75 S4 
12,75 40 5 1,26 0,0 0,87 10.75 84 
12.75 40 45 0 0.50 0.94 10,85 8&5 
15,1 40 5 13,15 6.50 0) 2,06 14 
15,1 40 45 6,02 2.96 0,05 8,87 5Y 


Mit Phosphobrenztraubensaure findet eine geringe Abspaltung 
von anorganischem Phosphat statt, die wohl zum Teil direkt erfolgt 
zum Teii auf nachtraglichen Zerfall der Kreatinphosphorséure zu_b« 
ziehen ist. Dies kann durch Zusatz von Fluorid (2 . 10-? bis 4 . 10-2 n NaF 
verhindert werden. Dadurch wird die Umesterung der Phosphobrenz 
traubensdure zwar etwas verlangsamt, ist aber im Endresultat ebenfalls 
vollstandig, waihrend die Umesterung der Phosphoglycerinsaure durch 
diese Fluoridkonzentrationen vollstandig gehemmt ist. So wurden z. B 
13,5 mg P,O,-Phosphobrenztraubensaéure in einem Ansatz mit und ohn 
n/50 Fluorid in 50 Minuten bei 40° zu 97 °% in Kreatinphosphorsaure um 
geestert ohne Abspaltung von anorganischem Phosphat. Diese E1 
fahrungen wurden bei den Warmeversuchen in der nachfolgenden Arbeit 
von O. Meyerhof und Schulz beriicksichtigt. Wie sich aus diesen ergibt 
kénnen pro ccm Enzymextrakt bei Verdiinnung aufs zehnfache Volumen 
etwa 8mg P,O,; von Phosphobrenztraubensaéure auf Kreatinphosphor- 
saure in 1 Stunde bei 20° umgeestert werden, was unter den Versuchs- 
bedingungen einem 80 bis 90%igem Umsatz entspricht. Da 1 ccm 
Extrakt = 0,4 g¢ Muskulatur sind, werden danach pro g Muskel etwa 
60 mg Kreatinphosphorsaéure (20 mg P,O;) synthetisiert, mehr als dic 
zehnfache im Muskel praformierte Menge, und zwar geschieht dies von 
Enzymlésungen, die schon Wochen alt sind und sicher nur Bruchteile de: 
urspriinglich vorhandenen Enzymmenge enthalten. 


III, Synthese von Argininphosphorsdure im Krebsmuskelextrakt. 

In gleicher Weise gelingt die Synthese von Argininphosphorsaur: 
im Krebsmuskelextrakt aus Phosphoglycerinsiure und Phosphobrenz- 
traubensdure. Ebensowenig, wie das Ferment der Wirbeltiermuskulatu: 
Argininphosphorséure umsetzt, ist die Muskulatur der Wirbellosen 
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mstande, Kreatinphosphorsiure umzusetzen, vielmehr sind beide 
Maskelarten spezifisch auf Spaltung und Synthese des ihnen eigentiim- 
lichen Phosphagens eingestellt. Die Synthese bei verschiedenen Tem- 
peraturen zeigt Versuch 10, das Optimum liegt in diesem Falle bei 
50°. In 2 Tage altem Extrakt wird kein anorganisches Phosphat mehr 
abgespalten (10 B). 


Versuch 10. 


| und 2 Tage alter Krebsmuskelextrakt, undialysiert. 1 Teil Wasser zu 
2 Teilen Muskelbrei: nach Zentrifugieren 1 Teil mit 2 Teilen Lésung auf 
10 cem gebracht. Zusatz 17,1 mg P,O,-Phosphoglycerinsiure; 1 mg Ap. als 
Adenylpyrophosphat; 3 mg Mg, 83 mg Arginin neutralisiert, 0,2 °%~ Natrium- 
bicarbonat. 





mg P, O; in 30 Minuten 





Tempe- 9/9 Phospho- 
ratur Schwund Bildung Arginin- glycerinsdure 
Phospho- anorganischen | phosphorséure-|) umgeestert 
oC glycerinsdure Phosphats synthese 
\. 1 Tag alter 20 8.1 0.10 2.8% 16.5 
Extrakt 3) 6,3 0,37 5,23 31 
40 11,9 1,54 9,84 58 
B. 2 Tage alter 40) 9,8 0 9,80 57 
Kixtrakt 5) 11,45 0 12.40 73 
60 2,9 0 2,9 17 


Die hauptsachliche Differenz zwischen der Argininphosphorsaure- 
synthese im Krebsmuskelextrakt und derjenigen der Kreatinphosphor- 
sdure im Kaninchenmuskelextrakt besteht im Verhalten des Co-Ferment- 
systems. Im Krebsmuskelextrakt ist nur Adenylpyrophosphat und 
Adenosindiphosphat witksam, Adenylsaure nahezu unwirksam. Dies steht 


Versuch ll. 
| Tag alter, 6 Stunden dialysierter Krebsmuskelextrakt, 3 cem auf 10 cem 
Gesamtfliissigkeit. Zusatz 13,4 mg P,O;-Phosphobrenztraubensaiure. 105 mg 
neutralisiertes Arginin, 0,57mg Mg, 6,4mg P,O, anorganisch, 0,13 °%, 
Natriumbicarbonat. Umsatz 30 Minuten bei 40°. 





oP 0 *hos ™ 
Darin mg Anorganisches mgt 20 : A rm phe 
: i . 8 > ; Argininphos- |brenztrauben- 
Adeninderivat sch wer abspalt Phosphat phorsiiu e cave 
ares P ¥ P resn;: > € ie Se 
bares P, U5 abgespalten synthese umgeestert 
Bees 0 0 1,49 11 
Adenylsiure. ..... 0,3 0 1.63 12 
= ae eter 06 0 1,57 12 
Adenosindiphosphorsiure 0.3 0 6.75 50 
" 0.6 0 8.93 67 
Adenylpyrophosphorsiaure 0,3 0 6,40 48 
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in Ubereinstimmung mit dem Befund A. Lohmanns, dab hier die Adeny!| 
siure kaum rephosphoryliert werden kann!. (Vgl. Versuch 11.) 


Wahrend Versuch 11 wegen unzureichender Dialyse noch ein 
yeringe Spontanbildung von Argininphosphorsaéure zeigt, ist dies in 
anderen Versuchen nicht der Fall. Dann unterbleibt mit Adenyvlsaur: 
ebenfalls jegliche Synthese von Phosphagen. 


Auch im Krebsmuskelextrakt ist die Phosphobrenztraubensaur 
der Phosphoglycerinsaure auBerordentlich tiberlegen, der Umsatz er 
folat rascher und vollstandiger, insbesondere auch bei 20° (Vg! 
Versuch 12.) 

Versuch 12. 
1 Tag alter, 5 Stunden dialysierter Extrakt. 3ccem auf 10ccm Gesamtfliissig 
keit. Zusatz 0,6 mg Ap., 0,6 mg Mg, 86 mg neutralisiertes Arginin, 4,10 m; 


anorganisches P,O,, 0,13°, Natriumbicarbonat. Umsatz in 60 Minuten 





Zusatz mg P.O mg P,0; vorhanden als mg P.O; 
rempe- Phospho- Phospho- Phospho- Phospho- Zunahme Aroinin- Um 
ratur brenz- gliveerin- brenz- glycerin- anorga- phosphat- geestel 
trauben- | * csore trauben- arate nischen awntirede 
( siure shure ws Phosphats — 
20) 10,65 2,95 1,31 0 6.39 60 
40 10.65 0.83 1,68 0,26 7.86 74 
20 12,0 10,4 1,03 0,77 6.5 
40 12.0 6,0 1,57 4.49 37 


Der Krebsmuskelextrakt ist weniger haltbar und bedarf der doppelten 
Konzentration an Co-Fermentbestandteilen als der Kaninchenmuskel- 
extrakt, um maximale Umsiatze zu geben. Auch hier laBt sich mittels 
enzymatischer Synthese Argininphosphorsaure im praparativen MaBstab 
darstellen. So wurde z. B. in einem derartigen Ansatz 1,5 g arginin- 
phosphorsaures Barium gewonnen (Darstellung Ph. Schuster). 


IV. Synthese und Aufspaltung der Kreatinphosphorsdure in Gegenwart des 
Adenylsdures ystems. 

Wahrend die Umesterung von Phosphobrenztraubensaure mit 
Adenylsaure zu Adenylpyrophosphat und Brenztraubensaure nach den 
bisherigen Feststellungen einsinnig verlauft, ist dies anders bei der Um- 
esterung von Adenylpyrophosphat mit Kreatin. Deshalb bedarf diese 
Reaktion einer besonderen Untersuchung, um festzustellen, ob hierbei 
eine Gleichgewichtsreaktion vorlicgt nach Analogie derjenigen, dit 
kiirzlich aus diesem Institut beschrieben sind. 

O. Meyerhof und K. Lohmann kamen in der schon erwahnten 


Arbeit iiber die Synthese von Kreatinphosphorséiure aus Adeny)- 


1 kK, Lohmann, Zeitschr. f. angew. Chem. 48, 165, 1935 und diese 
Zeitschr., im Druck, 1935. 
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»yrophosphat und Kreatin! zu dem Ergebnis: ,,daB die endotherme und 
infreiwillige Synthese der Kreatinphosphorsaure durch eine Koppelung 
lieses Vorgangs mit dem exothermen und freiwilligen Zerfall des Adeny1- 
pyrophosphats zustande kommen kann, wahrend die Resynthese des 
\denylpyrophosphats aus Adenylsdure und anorganischem Phosphat 
lurch die Energie der Milchséiurebildung bewerkstelligt wird. Es liegt 
nahe, auch hier eine Koppelung der Synthese mit dem Umsatz intermediar 
yebildeter Hexosephosphorséure anzunehmen und so in der allen be- 
telligten Verbindungen gemeinsamen Phosphorséuregruppe den eigent 
lichen ‘Trager des chemischen Koppelungsvorgangs zu sehen. Dies wiirde 
zugleich verstandlich machen, wie sich das Adenylpyrophosphat als 
Coenzym der Milchséurebildung betatigt...: Hier wurde bereits 
die Vorstellung der chemischen Koppelung dieser Reaktionen klar ver- 
treten, die in der Folgezeit immer sicherer begriindet werden konnte?. 
1934 beschrieb aber K. Lohmann® die entgegengesetzte Reaktion. die 
Umesterung von Kreatinphosphorsaure und Adenylsaure, die besonders 
dadurch bemerkenswert war, daB die spontane Spaltung der Kreatin- 
phosphorsaure iberhaupt nur auf dem Wege dieser Umesterung und dem 
nachtraglichen Zerfall des Adenylpyrophosphats méglich war. 


Wie ist nun das Verhaltnis dieser beiden Reaktionen zueinander 
Zunachst fallt auf, daB die Bedingungen in beiden Fallen recht ver- 
schieden sind: Die Synthese des Phosphagens ging besonders gut in 
frischen Extrakten, bei schwach alkalischer Reaktion (py 9), wobei indes 
ein vollstandiger Umsatz schon wegen des Spontanzerfalls des Adenyl- 
pyrophosphats nicht méglich war. Die Spaltung der Kreatinphosphor- 
saure gelang nach Zusatz von Adenylsdure oder Adenylpyrophosphat mit 
lange dialysiertem und verdiinntem Extrakt, w. rde aber andererseits 
bei schwach alkalischer Reaktion (py 9) vollstandig gehemmt. Um 
festzustellen, ob es sich hier um ein einheitliches, py-abhangiges Gleich- 
vewicht handelt oder um zwei voneinander unabhangige Vorgange, 
muBten zunachst alle Nebenreaktionen ausgeschaltet werden, die den 
stéchiometrischen Umsatz beeintrachtigen, wie der Spontanzerfall des 
Adenylpyrophosphats und die Desaminierung der Adenylsaure. Dies 
gelingt nur durch langes Altern und vielstiindiges Dialysieren des Muskel- 
extraktes. Andererseits muB aber das enzymatische System wirksam 
genug sein, um den Umsatz wirklich bis zur Erreichung des Gleich- 
gewichtszustandes vorzutreiben. Wie Versuch 13 zeigt, geht in der Tat 
die Bildung der Kreatinphosphorsaure durch Umesterung von Adenyl- 
pyrophosphat bei schwach alkalischer Reaktion noch in einem | Monat 
alten Extrakt glatt vonstatten, in dem dieses nicht mehr spontan auf 
gespalten wird. 


! Diese Zeitschr. 2538, 431, insbesondere 460, 1932. — 2 Umesterung 
mit Glykogen: K. Lohmann, diese Zeitschr. 262, 140, 1933. — * Ehenda 271, 
264, 1934. 
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Versuch 13. 
30 Tage alter, 16 Stunden dialysierter Extrakt mit 0,025 mol. Na,CO 
(px etwa 10), 60 Minuten bei 40°. 





Anderung Synthese mg 
anorganischen P.O; Kreatir 
Phosphats phosphorsau 


Zusatz ~»O 
Zusatz mg P2 Vorhanden 


mg Ap 


Kreatin Ap 


4.90 4,95 0,0 0 
4.90 0.95 0.0 4.00 


Zum vollstandigen Umsatz ist auch hier die Anwesenheit voi 
Magnesium notwendig, und zwar in beiden Richtungen'. Zur méglichst 
weitgehenden Entfernung des praformierten Magnesiums wurde 24 Tage 
alter und 30 Stunden dialysierter Extrakt bis zu schwach lackmussaure' 
Reaktion mit n/20 Salzsiure versetzt, der EiweiBniederschlag abzentri 
fugiert, die wasserklare iiberstehende Lésung neutralisiert und nochmals 
6 Stunden gegen Wasser dialysiert. (Vgl. Versuch 14.) 


Versuch 14. 
Magnesiumverarmter Extrakt. Versuch A bei schwach alkalischer Reaktion 
Versuch B bei neutraler Reaktion. Umsatz be: 20°. 





Ausgangssubstanzen mg P,0; vorhanden : 
— ae i Kreatir 
Kreatin- F 2. y M <A 
yhosphor-, “4enyl- yr 08 M Zak Kreatin- phosphor 
i pn sure — Minuten Apyro  phosphor- sdure- 
pr > zusatz las Sura 
mg P,0; ™8 P.O; siure anderung 


, mg. mg Ap. 
Kreatin € “I 


A. 20 7.93 5 93 0 
70 93 0 
840 93 0 

5 49 0,53 

70 6,75 1,18 

840 6.40 1.53 


9.76 10.0 189 9.76 


180 R 8,25 


Die Steigerung der Aufspaltung der Kreatinphosphorsaure durch 
Magnesium ist auch in Versuch 15 gezeigt, wo ein in gewohnlicher Weise 
hergestellter Extrakt verwandt wurde. 

Wenn die beiden entgegengesetzt verlaufenden Umesterungen ein 
gemeinsame umkehrbare Reaktion: 

1 Adenylpyrophosphat + 2 Kreatin 
—> 2 Kreatinphosphorsaure + 1 Adenylsaure 
Nach K. Lohmann (diese Zeitschr. 271, 264, 1934) hat Mg auf cd) 
Aufspaltung der Kreatinphosphorsdure in ungeschadigten Fermentextrakte: 
keinen Einflu8. Die Aktivierung durch Mg scheint danach in meinen Ve! 
suchen durch das Alter des Extraktes bedingt zu sein. 
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Versuch 15. 
14 Tage alter, 16 Stunden dialysierter Extrakt (3,7 com auf 10 cem Gesamt- 
fliissigkeit). IXreatinphosphorsaure mit 11,83 mg P,O,, Adenylsaure 5 mg 
P,O;, Umsatz bei 20°. 





Vorhandenes Kreatinphosphorsdure 


Umsat 
mg Ap. aufgespalten in mg P.O nsatz 


Minute | 
linuten ohne Mg mit Img Mg ohne Mg mit l1mg Mg ohne Mg mit Mg 


5 3,9 4, 
15 3.9 5, 
60 3.66 5, 
90 3.9 6.55 


5 3,8 33 41 
; 4,2 33 5 
5,6 31 47,5 
6.6 33 Bn 


LO LO LO bo 


darstellen sollen, deren Gleichgewichtslage vom py und der Konzentration 
der Reaktionsteilnehmer abhangt, so miissen die folgenden Bedingungen 
erfiillt sein: 1. durch Herabsetzung der Adenylsaure, 2. durch Erhéhung 
der Kreatinkonzentration muB die Reaktion nach rechts verschoben 
werden ; 3. durch Anderung des pu muB sich die Verteilung reversibel um- 
stellen lassen, wobei durch Alkali die Reaktion ebenfalls nach rechts 
verschoben wiirde; 4. ausgehend von aquivalenten Konzentrationen 
mu von beiden Seiten derselbe Endzustand erreicht werden, der durch 
die Gleichgewichtskonstante gegeben ist: schlieBlich 5. muB, wenn die 
teaktionsordnung wirklich trimolekular ist, die danach berechnete 
Gleichgewichtskonstante AK auch bei wechselnder Konzentration der 
teaktionsteiInehmer giiltig sein. Im folgenden wird gezeigt, daB die 
Forderungen | bis 4 recht gut, dagegen 5 nicht zutreffen. Dabei darf 
iibrigens der Extrakt nicht so lange dialvsiert und auch nicht so gealtert 
sein wie fiir die gesamte Umesterungsreaktion, weil sonst der Gleich- 
gewichtszustand im Laufe einer Stunde nicht erreicht wird. 

1. Erhéhung der Kreatinphosphorsduresynthese durch Beseitiqung 
der Adenylsdure. Gibt man zu einem Fermentansatz, der Adenylpyro- 
phosphorsaéure und Kreatin enthalt, noch einen Desaminaseextrakt nach 
Schmidt, so entfernt dieser die Adenylsdure, indem er sie zur unwit ksamen 
Inosinsiure macht. Unter diesen Umstanden erhalt man bei annahernd 
neutraler Reaktion eine starke Synthese von Kreatinphosphorsaure, 
wobei in geniigend langer Zeit tiber die Halfte des Adenylpyrophosphats 
umgeestert wird, besonders wenn gleichzeitig ein UCherschuB von Kreatin 
vorhanden ist (vgl. das Versuchsbeispiel 16 A und B). 

Die Unwirksamkeit der Inosinsaéure fiir die Beeinflussung des 
Gleichgewichts laBt sich dadurch zeigen, daB man zu einer vollstandigen 
Umesterungsreaktion (Phosphobrenztraubensaure + Kreatin) auBer 
einer gewissen Menge Adenylpyrophosphat noch einerseits Adenylsaure, 
andererseits Inosinsaure setzt. Dann wird in Gegenwart von Inosinsaure 


ebensoviel Kreatinphosphorsaure synthetisiert wie ohne diese ; dort aber, 
wo Adenylsaure zugesetzt ist, ist diese zu einem Teil zu Adenylpyro- 
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Versuch 16. 
7 und 9 Tage alter, 24 Stunden (A) und 14 Stunden (B) dialysierter Extrakt 
In 10 cem: 2,5 c¢em Muskelextrakt 2,5cem Schmidtscher Desaminas« 
extrakt, 0,06°, Natriumbicarbonat. 








wa a Zusiitze mg P.O; 
R = = . = a5 
a = © a - 5 <3 
s ra . —-s oo 
z & he - <2 = 
3 = 4 = x - 
> & Ee of 
A 20 20 25 14,9 10.2 0 1.1 1,10 7 
20 20 25 14.9 10.2 0 af 3.8 3.8 25 
b. 60 20 50 9,45 1.1 0,25 + 6.2 5.7 6 
60 40 50 9.45 1,1 2,35 + 8,25 59 63 


Versuch 17. 
4 ‘Tage alter, 20 Stunden dialysierter Extrakt, 1:2 verdiinnt. Zusat: 
Phosphobrenztraubenséure 8,6 mg P,O;,, Adenylpyrophosphat mit 1,2 mg 
Ap. 33 mg Kreatin, 0,3 mg Magnesium, 4,52 mg anorganisches P,O 
In 30 Minuten bei 20°. 





; " hi brenz- 
Am Schlu6 Kreatin- » Phosphobrenz 


Zusitze Am Schluf * wise pat traubensidure in 
mg P.O mg Ap. pho phorsaure Kreatinphosphor- 
g P20; mg P.O; ae 
a siure umgeester 
— 0 6.86 &2 ( 
7,0 mg Inosinsiiure. . . . . 0 7,10 85 | 
7,5mg Adenylsiure . . . 4,07 3,27 39 


phosphat geworden und als solches, da die Phosphobrenztraubensaure 
verbraucht ist, liegengeblieben und entsprechend weniger Kreatin- 
phosphorsaure gebildet. (Vgl. Versuch 17.) 

2. Erhéhung der Kreatinphosphorsduresynthese durch Zusatz von 
Kreatin. Dab in gleicher Weise Vermehrung des Kreatins die Reaktion in 
Richtung der Synthese der Kreatinphosphorsaure verschiebt, zeigt Ver- 
such 18. Hier ist die Einstellung von beiden Seiten mit etwa aquivalenten 
Konzentrationen vorgenommen, aber ohne Mg. Weitere Versuche zeigten. 
daB durch Zusatz von Magnesium der von beiden Seiten erreichte End- 
zustand sich weiter anndhert. Infolge der Unentbehrlichkeit des 
Magnesiums zur Erreichung der Gleichgewichtseinstellung in alten 
Extrakten mu dieses daher zu allen derartigen Versuchen zugefiigt 
werden. 

3. Reversible Umstellung der Verteilung durch pu-Anderung. Ein 
Extrakt, zu dem Adenylpyrophosphat und iiberschiissiges Kreatin zu- 
gesetzt ist, wird zuerst durch m/15 Soda alkalisch gemacht und 45 Mi 
nuten bei 20° gehalten, dann ein Teil analysiert, das iibrige mit Salzsiure 
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Versuch 18. 
» Tage alter, 10 Stunden dialysierter Extrakt. Auf 10 cem 2,5 cem Glykokol! 
remisch nach Sérensen (py 8,3) zugesetzt. (4,4 mg P,O;-Kreatinphosphor 
siure sind aquivalent 8,1 mg Kreatin, 4,6mg Ap. aquivalent 2,3 mg 
Adenylsaiure). Umsatz in 6 Stunden bei 5° C. 





Zusitze SchluBwerte 
Difterenz von 
Adenvl- Kreatin- Adeny] Kreatin- a tee 
Ap Kreatin siure phosphor- pyrophos- phosphor SS eee 
). aure, #6, ’ ; . Adenyl pyro 
séure, phat séure, : 
phosphats 
mg mg mg P20 mg PLO; mg Ap. mg P.O; 
4.6 8 — 2.9 i - 
2,5 44 1,9 25 a 
4.6 20,5 _ — 2.40 22 | . 
12,5 2,5 4.4 1,55 29 | 


gegen Lackmus neutralisiert, wieder 45 Minuten gewartet, eine zweite 
Probe entnommen und analysiert. Der Rest wird wieder alkalisch ge- 
macht und nach einer dritten Periode von 45 Minuten verarbeitet 


A,5% T ~ 
mM. \ Zin 
\ / \ 
\ P 4. & 
7 10 \ , \ 
Abb. 1. Umstellung der Gleichgewichts me ¥ J \y 
; Adenylpyrophosphorsiure / ‘ 
verteilung : durch 4 
2 Kreatinphosphorsaure ‘s 
‘ 
Anderung des py. | e 
I: Kreatinphosphorsaure, sa 


----II: Adenylpyrophosphorsdure. 
Ordinate: Veresterte mg P,O;5 in 10 cem staal 
(als Adenylpyro- bzw. Kreatinphosphat) 
\bszisse: Zeit in Minuten. Nach je 45 Min. 

wird die Reaktion umgestellt. 





a/kal 
0 ¥§ 90 Min AZ 


(Abb. 1). Wenn auch wohl nicht genau dieselbe Reaktion am Schlub 
wieder erreicht ist und infolgedessen die Verteilung nicht genau die 
gleiche geworden, so ist das Resultat véllig eindeutig. Die Alkalisierung 
ruft eine starke Umesterung auf Kreatinphosphorsiure hervor, bei 
neutraler Reaktion geht die Umesterung wieder auf Adenylpyro- 
phosphat zuriick, wobei die Kreatinphosphorsaure restlos zerfallt, bei 


Versuch 19 (Abb. 1). 
14 Tage alter, 3 Stunden dialysierter Extrakt. Zusatz 1:1. Zugegeben 
100 mg Kreatin, Adenylpyrophosphat mit 12,5 mg Ap. 








Erhalten mg P,0O 


0 Min. Ausgang 45 Min. alkalisch 90 Min. neutral 135 Min. alkalise 


Adenylpyrophosphat 12.5 3,6 12,5 6.5 
Kreatinphosphorsiure 0 &.9 0 8D 








288 H. Lehmann: 


der Wiederalkalisierung kommt es zur Riickumesterung auf Kreatir 
phosphorsaure. Die erhaltenen Werte sind in Versuch 19 angefiihrt 
4. Einstellung des Gleichgewichts von beiden Seiten. Die Einstellung 
von beiden Seiten in annaéhernd iibereinstimmenden Ausgangskonzen 
trationen ist in der folgenden Abb. 2 dargestellt, und zwar fiir ein 
teaktion von py etwa 10. Dabei ist in Abb. 2, Kurve Ila und hb 
ein Kreatiniiberschu8 (fiir den Reaktionsverlauf von beiden Seiten) ver 
wandt,wodurch dasGleichgewicht 
BAN ; in Richtung der Kreatinphosphor 
43 siuresynthese verlagert ist. 
"NN 7g | In der folgenden Tabelle | 
he == oa | 
I 


1 





Pe | : sind fiir eine Reihe von Versuchen 








die erreichten Endwerte in mg 

P,O,; pro cem sowie in Millimol 

angegeben. Aus den Kurven 

und Daten geht hervor, dab 

innerhalb der Fehlergenauigkeit 

der Versuche die von _ beiden 

Abb. 2. Gleichgewichtseinstellung von bei- 

den Seiten bei alkalischer Reaktion (py 10). 

Ordinate: Vorhandenes Adenylpyrophosphat. nahe iibereinstimmen. Weiterhin 
Dabei ist die auf Grund der Ausgangsmenge : " 

Adenylpyrophosphat bzw. Adenylséure maxi- zeigt Abb. 2 auch, daB die rela 

mal mdgliche Pyrophosphatmenge = i00 tiven Geschwindigkeiten von 

gesetzt. Abszisse: Zeit in Minuten. Da : pas ‘ ‘ 

keine Abspaltung von anorganischem Phos- beiden Seiten gleich sind, d. h., 

phat erfolgt, geben die Kurven auch gleich- in gleichen Zeite ota er cleiche 

zeitig den Verlauf des Kreatinphosphor- in gl ich¢ nZ om nwird d r gl ich 

siureumsatzes an, wobei Abnahme von  Bruchteildes bis zum Endzustand 

Adenylpyrophosphat Zunahme von Kreatin- 

phosphorséure bedeutet und umgekehrt. 

iiquivalente Mengen der Reaktions- Daraus folgt mit Sicherheit das 

teilnehmer (vgl. Tabelle I, Versuch 2) 

la: Spaltung des Adenylpyrophosphats. 

Ib: Synthese des Adenylpyrophosphats. gewichts, das durch Uberschu8 
5fache Menge zugesetzten Kreatins ei . E 

Spaltang des Adenylpyrophosphats. Von Kreatin verschoben wird und 


Synthese des Adenylpyrophosphats ferner durch das Pu stark ver- 


Seiten erreichten Endwerte meist 


fiihrenden Umsatzes_ erreicht 


Vorliegen eines reversiblenGleich- 


lagert wird. 

Doch ist zu bemerken, dab die Gleichgewichtseinstellung nur dann 
einen iibersichtlichen Verlauf zeigen kann, wenn keine Nebenreaktionen 
stattfinden. Bei neutraler Reaktion ist die Adenylsiuredesaminase selbst 
in verhaltnismaBig alten Extrakten noch stark wirksam. In Versuch 6 
und 7 der Tabelle fiel auf, daB die Zeitkurven nicht, wie in Abb. 2, sich 
beiderseits asymptotisch dem Gleichgewichtspunkt annadhern, sondern 


gegen die Abszissenachse umbiegen. In der Tat fand sich hier eine be 
trichtliche Abspaltung von Ammoniak aus Adenylsdure, wodurch deren 
Konzentration nachtraglich herabgesetzt wurde, und zwar in den 
Syntheseversuchen bis auf Null. Die hier benutzten Extrakte waren 
nur + Tage alt im Gegensatz zu den Versuchen 4 und 5, die bei ahnlich 
neutraler Reaktion angestellt waren. Wahrscheinlich erklart sich so, dat} 
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: frischen Muskelextrakten manchmal bei neutraler Reaktion schon eine 
rhebliche Synthese von Kreatinphosphorsaure nach Zusatz von Adenyl- 
pyrophosphat stattfindet. Die Adenylsaure wird dann rascher desaminiert 
als das Adenylpyrophosphat spontan zerfallt, wodurch das Gleichgewicht 
n Richtung der Kreatinphosphorsauresynthese verschoben wird. 
Wenn auch dieses Verhalten qualitativ ganz im EKinklang mit dem 

Massenwitkungsgesetz ist, so ergibt sich doch bei wechselndem Kreatin- 
gehalt keine Gleichgewichtskonstante, die der Gleichung 
eo CKreatinphosph - €adenylsiure 
CAdenylpyroph. ° CKreatin 
gehorchen wirde. Diese trimolekulare Konstante A ist in der vor- 
letzten Spalte der Tabelle 1B berechnet fiir alle Versuche, wo von 
beiden Seiten das Endgleichgewicht erreicht schien. In Versuch 6 und 7, 
wo eine nachtragliche Verringerung der Adenylsdure stattfand, sind die 
Werte nur fiir die Spaltungsversuche angegeben, weil hier noch nicht alle 


Adenylsiure zu Inosinséure umgewandelt war. Die ohne Ammoniak- 


abspaltung berechneten Zahlen sind fiir diese beiden Versuche in 
Tabelle [A eingeklammert, die korrigierten Werte in die Tabelle IB 
selbst aufgenommen. Andererseits sieht man, daB. abgesehen von 
Versuch 5a, wo das Gleichgewicht ganz weit nach einer Seite verlagert ist 
neutrale Reaktion ohne KreatiniiberschuB), der von beiden Seiten er- 
reichte K-Wert, wenigstens der GréBenordnung nach, iibereinstimmt und 
ferner, daB dieser K-Wert sich bei neutraler Reaktion, Versuch 4 und 5, 
gegentiber dem bei alkalischer Reaktion, Versuch | bis 3. verkleinert 
Doch ist K bei einer im Gleichgewicht vorhandenen etwa achtfachen 
Kreatinmenge ungefaihr auf ein Viertel verkleinert. 

Die Reaktionsordnung selbst bedarf danach noch einer genaueren 
Untersuchung. Dabei ist zu beriicksichtigen. daB die Reaktion im 
Krebsextrakt nach der Gleichung 
\rginin -+- Adenylpyrophosphorsaure =~ Argininphosphorsaur 

Adenosindiphosphorsaure 


verlauft, und da auch im Wirbeltiermuskel bei der Spalturg der 
Kreatinphosphorsaure zunachst Adenosindiphosphorsadure auftritt! 
Daher ist es auch méglich, daB ein Teil des als Pyro-P,O, bestimmten 
Phosphats der labilen Phosphorséuregruppe der Adenosindiphosphor- 
sdure angehort, so da schon aus diesem Grunde die berechneten Konzen- 
trationen nicht genau zutreffen. Diese Frage soll in einer spateren Arbeit 
geprift werden. Gegenwartig folgt nur so viel, daB wir es in der Tat mit 
emer umkehrbaren Reaktion zu tun haben, die, wenigstens in quali- 
tativer Hinsicht, den Anforderungen des Massenwirkungsgesetzes geniigt 


' K. Lohn ann, Zeitschr. f. angew. Chem. 48, 165, 1935: diese Zeitschr., 
m Druck. 
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Tabelle I A. 


Kinstellung des Gleichgewichts 


H. Lehmann: 


Adenylpyrophosphorsaure 


2 Kreatinphosphorsaurevon beiden Seiten. 


Berechnet auf 10 ecem 


Lésung in mg P,O;. 


Ansatz 






Kreati 





phosphorséuresynthese, —b Ansatz zur Kreatinphosphorséurespaltu: 
Extrakt Adenyl- Kreatin- 
Zeit pyrophos-  phosphor- Krea 
Nt Alter Dialyse Pu phorsiure sturt 

lage Std. Min mg Ap. mgP.0 m 

la 4 16 10 0 5,25 0 10) 
4 16 10) 15 3.5 1,76 6,5 

I 4 16 10 0 0 4.80 0 
4 16 10 15 2,9 1,87 5.4 

, S 16 10 0 4,57 0 10 
8S 16 10 30 29 7 6.9 

b S 16 10 0 0 4.5 0 
8 16 10 30) 2.7 1.8 4.4 

3a 10 16 19 0 4,55 0) 50 
10 16 10 30 1,2 3,3 44 

b 10 16 10 0 0 4.5 40 
10 16 10 30 LJ 3.4 42 

4a 14 3 ca. 8 0 4.6 0 8. 
14 3 8 360 3.6 1.0 6.2 

b 14 3 S 0 0 4,4 () 
14 3 8 360 3.05 1.3 5.7 

da 16 3 7.5 0 3,12 0 8 
16 3 7,5 60 2.84 0.3 74 

b 16 3 7.5 0 0 3,2 
16 3 7.5 60 2.80 0,4 D,1 

ba 4 5 5 i 5 0 40 
4 5 8 100 0.9 3.6 33 

b 4 5 Ss 0 0 45 30 

4 5 S 100 0.7 3. 3] 

7a 4 5 8 0 4.5 0 70 
4 5 S 100 0.6 3.9 63 

b 4 a) S {) ‘) 4.5 60 
4 5 & 100 0.6 3.9 4 

* Die eingeklammerten Zahlen = berechnete Adenylséure ohne g 


\ H,-Abspaltung. 


Zusammenfassung. 


Die von Parnas im jodessigsiurevergifteten Muskel entdeckt 


Synthese von Kreatinphosphorsiure bei Zusatz von Phosphoglycer 
siiure wird in dialysiertem Muskelextrakt untersucht. Die Synthese. d 
sich nur in Gegenwart von Adenylsaure oder Adenylpyrophosphat vo 


zieht, ist besonders groB in lange dialysierten, alten Extrakten 
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abelle IB. Berechnete Endwerte in Millimol bet Einstellun 








gy von 
beiden Seiten. 
Millimol K fiir tr 
Nr. Adenylpyro- Kreatinphos Adenyl- molekulare =, Py twa 
. . P 5 Kreatin Reaktion 
phosphat phorsdure siure 
la 2,47 2,45 1,2 5,2 QO,11 10) 
b 2,05 2,64 1.4 4,1 0,28 10 
2a 2.04 2.4 1.2 5,3 O12 10 
b 1,9 2.5 1.6 3.7 O38 10 
Sa O85 4.65 2.35 33.6 0.05 LO 
b 0,78 4,8 2,15 32,1 0,07 10 
4a 2.53 1.41 Ov; 4.74 0.025 S 
b 2,15 1,83 1,27 4.35 O.1 S 
a 2.0 0.42 0.21 5.65 0.0096 7.3 
b 1.97 0.564 0.564 3.9 0.006 7.5 
6b 0,49 5,35 0,99 237 (0,10) 8 
7b 0,42 5.5 O.85 45.0 (0.03) S 


spontane Dephosphorylierungen nicht mehr stattfinden. Die Um- 
esterung besteht aus zwei Stufen: Umesterung von Phosphobrenz- 
traubensaure mit Adenylsaure zu Adenylpyrophosphat und Brenz- 
traubensiure; Umesterung von Adenylpyrophosphat und Kreatin zu 
Kreatinphosphorsaure und Adenylsdiure. Daher kann eine bestimmte 
Menge Adenylséiure mehr als das 100fache an Kreatinphosphorsaure 
synthetisieren. Das Magnesium ist fiir beide Reaktionsstufen notwendig. 
Bei geeigaeter Wahl der Bedingungen laBt sich auf diese Weise Kreatin- 
phosphorsaure in hoher Reinheit in praparativem MaBstab darstellen. 
Die Phosphobrenztraubensaure gestattet eine raschere und vollstandigere 
Umesterung als die Phosphoglycerinséiure, weil die Gleichgewichts- 
reaktionen zwischen Phosphoglycerinséure und Phosphobrenztrauben- 
sdure besonders empfindlich sind. In gleicher Weise gelingt die Synthese 
von Argininphosphorséure im Krebsmuskelextrakt. 

Die schon friiher von O. Meyerhof und Kk. Lohmann beschriebene 
Synthese der Kreatinphosphorsiure durch Umesterung von Adenyl- 
pyrophosphat steht mit der von K. Lohmann beschriebenen Aufspaltung 
der Kreatinphosphorsaure mittels Adenylsiure im Verhaltnis einet 
umkehrbaren Reaktion. Das Gleichgewicht wird verschoben durch die 
e{H’] auch wird durch Uberschu8B von Kreatin, ebenso wie durch Weg- 
fangen der Adenylséure, die Reaktion im Sinne der Kreatinphosphor 
sauresynthese geleitet. Dieses Verhalten, ebenso wie der Zeitverlauf det 
Gleichgewichtseinstellung, ist mit den Forderungen des Massenwirkungs- 
gesetzes qualitativ im KEinklang. 








Uber die Energieverhaltnisse bei der enzymatischen 
Milchsiurebildung und der Synthese der Phosphagene. 
Von 
0. Meyerhof und W. Schulz. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medi 
nische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 30. Juli 1935.) 


Da durch die ,,Parnassche Reaktion**, die in der vorstehend: 
Arbeit von H. Lehmann untersucht ist, ein Teil der Energie der Milch 
siurebildung in gekoppelter Reaktion auf die Synthese der Kreatin 
phosphorsaure iibertragen wird, ist es von Wichtigkeit, die Warmebilanz 
der Reaktion zu kennen, ebenso wie die Warmeténung der daran b« 
teiligten Einzelreaktionen. Die Warmetonung der Umesterungsreaktion 
kann kalorimetrisch direkt gemessen werden, ebenso die hydrolytischen 
Spaltungswarmen der Phosphobrenztraubensaure einerseits, der Kreatin 
phosphorsaure andererseits, deren Differenz gleich der Warmeténung dei 
Gesamtreaktion sein muB. In diesem Zusammenhang ist auch di 
teaktionswarme der andern Teilglieder der Milchsaurebildung von 
Interesse, besonders in Riicksicht darauf, welches Glied die Energie fiu 
die Synthese eines zweiten Molekiils Kreatinphosphorsaure liefern kénnti 

Alle genannten Reaktionen wurden, soweit es méglich war, fiir sic} 
vemessen. Einige waren schon von frither her bekannt. Diese Vollstandig 
keit kénnte iiberfliissig erscheinen, da sich z. B. die Warmeténung de 
Umesterungsreaktion aus den Spaltungswarmen der Phosphobrenztraubher 
siure und Kreatinphosphorséiure berechnen lift usw. Aber die groiier 
Schwierigkeiten, denen man zu begegnen hat, um die emzelnen enzymat 
schen Reaktionen frei von Nebenvorgangen zu bestimmen, machen solchi 
Kontrolle notwendig, abgesehen davon, da die durch die Reaktior 
verschiebung und die Verdiinnung der Komponenten auftretenden Warn 
glieder nicht genau vorauszusehen sind. Die Nebenreaktionen kénnen 
ihrerseits mithestimmt und die Warme derselben auf Grund anderer \ 
suche in Abzug gebracht werden. Um vor Nebenreaktionen modoglic! 
geschiitzt zu sein, ist es erwiinscht, mit dialysiertem Muskelextrakt 
arbeiten und das Co-Fermentsystem: Adenylpyrophosphat und Magnesiu 
sowie die sonstigen ReaktionsteiInehmer nachtraglich hinzuzusetzen. W 
es nicht mdéglich ist, das praformierte Kohlenhydrat durch Dialyse zu e1 
fernen, empfiehlt es sich, die spontane Milchsaurebildung durch Fluo: 
oder Jodessigsiure zu hemmen. Fiir jede einzelne Reaktion miissen di 
optimalen Bedingungen, um sie von den tibrigen zu isolieren und sie glei 
zeitig mit geniigender Geschwindigkeit ablaufen zu lassen, vorhet 
probiert werden. 

Ausfiihrung der Versuche. 

Die Austiihrung der Warmeversuche geschah, wie in den letzten Arbeit 

beschrieben'. Die Versuche fanden meistens bei 20°, einzelne bei 40° 


1 O,. Meyerhofu. K. Lohmann, diese Zeitschr. 273, 73, 1934;0. Meyer! 
E. Lundsqaard u. H. Blaschko, ebenda 236, 326, 1931. 
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ermokonstanten Raum = statt, der 1° unter Thermostatentemperatur 
nreguliert war. Die Dewar-GetaBe hatten einen Rauminhalt von 50 bis 
60 cem und einen stiindlichen Abkiihiungswert von 4 bis 5°,, der fiir jedes 
GefaB genau bestimmt war. Der Wasserwert der GefaBe ohne Fillung 
etrug 5cem. Die Hauptperiode dauerte je nach der zu messenden Reaktion 
wischen 30 Minuten und 6 Stunden. Wenn die Reaktion relativ frei von 
Nebenreaktionen gehalten werden kann, durften die molaren Warmen der 
einzelnen mitzuteilenden Reaktionen im Mittel auf 500 geal pro Mol genau 
ein. In anderen Fallen sind die molaren Reaktionswarmen wohl nur aut 
Ooo bis 1500 g-eal zuverlassig. 


A. Die Teilreaktionen der Milchsdurebildung. 


Von diesen wurden gemessen: Die Umlagerung von Hexose- 
diphosphat und Glykogen in Phosphoglycerinséure und «-Glycerin- 
phosphorsaure ; die Umlagerung von 3-Phosphoglycerinsaure in 2-Phos- 
phoglycerinsaure und Phosphobrenztraubensaure: die Spaltungswarme 
von 3-Phosphoglycerinsiure in Brenztraubensiure und Phosphorsaure 
und ebenso von synthetischer Phosphobrenztraubensaéure in Brenz- 
traubensdure und Phosphorséure; die Reaktion: Brenztraubenséure 

z-Glycerinphosphorsaure = 2 Milchsaure. AuBer den Umsatz- 
wirmen der Phosphobrenztraubensaure waren diese Messungen schon 
zum Teil 1933 und 1934 ausgefiihrt; damals war aber die neue Um- 
esterungsreaktion noch nicht bekannt, so dai zur Aufspaltung det 
Phosphoglycerinséure undialysierte Extrakte verwendet wurden, 
welche Kreatin enthielten. Das mute zu emer Synthese von Kreatin- 
phosphorsiure AnlaB geben, die uns entging, weil nur das direkt 
bestimmbare Phosphat, aber nicht das anorganische nach Mathison 
gemessen wurde. Infolgedessen fielen die Messungen der schein- 
baren Spaltungswirme ganz unregelmaéBig aus und schwankten 
zwischen 10000 und 0 g-cal pro Mol. Nunmehr finden diese 
schwankenden Resultate ihre vollstandige Aufkl.rung und diese 
Spaltung sowie die der Phosphobrenztraubensiure laBt sich jetzt 
von allen Teilreaktionen der Milchsiurebildung thermisch weitaus 
am genauesten bestimmen. 


|. Spaltungswarme von natiirlicher 3-Phosphoglycerinsaure und 
synthetischer Phosphobrenztraubensaure, 


Zu den Versuchen diente 5 Stunden dialysierter Kaninchenmuskel 
extrakt, der mit Wasser auf das Doppelte verdiinnt war und zu demPhosphat, 
Adenylpyrophosphat und MgCl, zugesetzt wurden. Bei noch langerer 
Dialyse wird der Umsatz verlangsamt und unvollstandig, bei kirzerer 
Dialyse wird der Umfang der Nebenreaktionen zu gro8. Unter den genannten 
Umstanden betragt die fiir die Milchséurebildung anzubringende Korrektur 
etwa 5%, fiir die spontane Spaltung des Adenylpyrophosphats 5 bis 10° 
der gemessenen Reaktionswairme. Der Umfang der Reaktion laBt sich 
sowohl an der Abspaltung von anorganischem Phosphat wie an der Brenz 
traubensaurebildung messen. Letztere wurde durch Titration mit Bisulfit 
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(), Meverhot u. 


nach Cook! 


und ferner nach Reduktion mit Zink und Kupftersulfat na 
Wendel? als Milchsaiure bestimmt. Wenn jedoch noch ungespaltene Phosphy 
brenztraubensaure anwesend ist, welche bei diesen Methoden stért, mul d 
Brenztraubensaiure kolorimetrisch nach Newberg und Case® gemessen werde: 
Meist wurden mehrere Methoden nebeneinander verwandt und das Mitt: 
aller Bestimmungen genommen. Das Adenylpyrophosphat muB gleichzeit) 
mit der Phosphoglycerinsaiure oder Phosphobrenztraubensaéiure in de: 
Kxtrakt gegeben werden, damit es nicht vorher zu zerfallen beginnt. | 
wurde mit diesen vermischt in die im Kalorimetergefa8 befindliche Pipett 
gefiillt und nach ‘Temperaturausgleich zur Enzymlésung mittels ein 


Stickstoffbombe eingeblasen. 

In Tabelle | sind drei Messungen mit 3-Phosphoglycerinséure und 
zwei mit Phosphobrenztraubensaure wiedergegeben. Alle aus irgend 
welchen Grinden ungenaueren Versuche sind fortgelassen und bei di 
Berechnung nicht beriicksichtigt. Beim Kinblasen von Phosphoglycerin 
siure in die etwa 20fache Menge Enzymlésung tritt eine betrachtlich 
negative Verdiinnungswirme von etwa 1500 g-cal pro Mol auf, be 
Phosphobrenztraubenséure nur eine geringfiigige. Die negative Ve 


diinnungswarme wurde fiir sich bestimmt, indem eine gleiche Meng 


Phosphoglycerinséure bzw. Phosphobrenztraubensiure in dasselbe 


Lésungsvolumen ohne Ferment eingeblasen wird. Dieser Wert ist be: 
der Berechnung in Abzug gebracht. Wie die Tabelle zeigt, stimmen 
die Spaltungswarmen von Phosphoglycerinséure und Phosphobrenz 
traubensaure in den Fehlergrenzen iiberein und betragen etwa 8300 g-cal 
In Ubereinstimmung hiermit wurde bei der Umlagerung von 2-Phospho 
glycerinsiure in 3-Phosphoglycerinsiure in Gegenwart von NaF in 
dialysiertem Muskelextrakt (2 Versuche) und ebenso bei der Umlagerung 


von 3-Phosphoglycerinsiure in Phosphobrenztraubensiure ohne Naf 


(2 Versuche) keine meBbare Warme gefunden. Da nach K. Lohmann und 
O. Meyerhof die Phosphobrenztraubensaéure auch durch Hg Cl, gespalten 
wird, wurde versucht, diesen Zerfall zur Warmemessung zu benutzen 
der von den Nebenreaktionen des enzymatischen Umsatzes hatte fre: 
sein miissen. Entgegen der friiheren Annahme stellte sich aber heraus 
das dieser Zerfall bei Zimmertemperatur nicht als eine eigentliche 
Katalyse aufzufassen ist, sondern zunaichst etwa stéchiometrisch zum 
anwesenden HgCl, erfolgt. An diese Spaltung schlieBt sich dann ein 
sehr langsamer weiterer Zerfall an, der viele Stunden zu seiner Be 
endigung braucht. Erst bei Temperaturen von 40° an wird in 2 bis 
3 Stunden das Mehrfache des HgCl, gespalten und erst bei etwa 80" 
verlauft die Katalyse in wenigen Minuten. Die Warme lieB sich dahe: 
nicht einwandfrei messen, lag aber, wie ein Versuch bei 20° ergab, etwa 
in der richtigen GréBenordnung. 


' Biochem. J. 24, 1526, 1930. 2 J. of biol. Chem. 94, 717, 1932. 
Biochem. J. 26, 753, 1932. 
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2. Die anderen Teilreaktionen der Milchsaurebildung. 

Da die gesamte Spaltungswarme : geléstes Glykogenhydrat — Milc! 
saure ohne Neutralisation knapp 180 g-cal pro g oder 16000 g-cal pro 
Mol Milchsaure betragt, kommt die Halfte dieser Warme auf die R: 
aktion Phosphobrenztraubensaure —> Brenztraubenséure + Phospho 
saure, und gerade dieser Umstand befahigt offenbar die Reaktion zu 
Knergieibertragung. Die Bildung der Phosphoglycerinséure aus 
Glykogen oder Hexosediphosphat lit sich nur gleichzeitig mit de: 
jenigen der «-Glycerinphosphorséure bestimmen, bei der in Fluorid ab 
laufenden Dismutationsreaktion. Messen wir aber ferner die Reaktions 
warme: Brenztraubensaure ++ «-Glycerinphosphorséure == 2 Milchsiur 

1 Phosphorsdure, so haben wir die ganze zur Milchséure fiihrend: 
Reaktionskette durchgemessen, da ja die Zwischenreaktion: Phospho 
glycerinsaure —> Brenztraubensdiure + Phosphorsiure oben bestimmt 
ist. Im Gegensatz zu dieser Reaktion werden bei den beiden andern 
neue Saureadquivalente gebildet, und zwar pro Mol Hexose bei jeder 
teaktion ein Aquivalent. Dabei treten zusiitzliche Neutralisations 
warmen auf, die nach dem EiweiB- und Phosphatgehalt der Extrakte 
zwischen 2000 und 4300 g-cal schwanken!. Beriicksichtigten wir dies 
so wurde bei der Umlagerung von Hexosediphosphat oder Glykogen zu 
z-Glycerinphosphorsaiure und Phosphoglycerinséure keine Reaktions 
warme gefunden. Es ergab sich in zwei Versuchen mit Hexosediphosphat 
18 g-cal und 0 g-cal pro g umgelagerte Hexose, in einem Versuch mit 
Glykogen 6 g-cal pro g umgelagerte Hexose. Diese geringen Betrage sind 
auf die Neutralisationswirme zu rechnen. Die Warmefreiheit diese: 
Umlagerung ist besonders bemerkenswert, weil ja bei der Spaltung 
Hexosediphosphat — 2 Dioxyacetonphosphat eine negative Warme von 

14000 g-cal pro Mol Diester auftritt. Bei der Dismutation von 2 Mo! 
Dioxyacetonphosphat zu  «-Glycerinphosphorsiure und Phospho 
glycerinsiure miissen also +- 14000 g-cal wieder entstehen. 

In der Tat finden wir die halbe Warme der Milchsaéurebildung 
gut 8000 g-cal pro Mol, bei der Dismutation der Brenztraubenséure mit 
z-Glycerinphosphorsiure wieder. Diese Reaktion geht nur in relatis 
frischen Extrakten vor sich. Da in diesen auBer den bekannten, aucl 
unbekannte exotherme Vorginge ablaufen, wird die Reaktionswarm 
notwendig etwas zu gro} gefunden, auch wenn man die in ei..em Lee! 
versuch mit demselben Extrakt gemessene Warme in Abzug bringt 
Zwei derartige Messungen sind in Tabelle II wiedergegeben. In Versuch | 
wurde racemisches «-glycerinphosphorsaures Na im Uberschu8 den 
Extrakt zugesetzt und brenztraubensaures Na eingeblasen; in Ver 
such 2 wurde brenztraubensaures Na vorher zugesetzt und glycerin- 
phosphorsaures Na eingeblasen. 


' O. Meyerhof u. J. Suranyi, diese Zeitschr. 191, 106, 1927. 
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fabelle ILA. Dismutation von Brenztraubensaure mit x-Glycerin 
phosphorsaure. 


a) Mit Zusatz von «-Glycerinphosphorsaure, b) Leerkontrolle. 








Zugesetzte Brenz- Aufspaltung y ‘ 
Haupt- Brenz- trauben- Glycerin- Milch- Temperatur Korrektur 
Nr. Lisnng! porigge. trauben sdure- phosphor- | 5aure —— gemessen ftir 
periods gebildet Abkiihlung 
siinre schwund siiure gedliade RUDE 
cem Min. mg ng mg P.O mg lr o00° Mi, ( 
la 47 270 44.3 9.5 + 12.3 21,4 64 8 
b | 51 270 5,2 24 4 
2a 49.5 255 55,6 7 L126 25.5 60 —? 
b 47,5 | 255 52.3 1,0 24 7 
Tabelle IL B. Berechnung. 
Tempe- — Milchsiure Bote & 
Nr raturanstieg g-cal “tiir abziiglich 2 ee cal pro Mol 
. y ve ASP s ) ua) > . S re i ic Sé ire 
kori gemessen Sitaniitadton Kontrolle tronhan Milehsaur 
1s o00° ¢ mg siiure 
la 56 2,91 1,79 16,2 110 12200 
b 20 1,12 
2a 58 3,22 2,37 24.5 96.5 10700 
b 16.5 O.85 


‘echnet man die Neutralisationswarme im Muskelextrakt pro 
|, Aquivalent Saure im Mittel 1600 g-cal, so ergeben sich nach 
Tabelle Il knapp 10000 g-cal fiir die Dismutation. Da, wie erwahnt. 
diese Warme leicht zu hoch ausfallt und nicht sehr genau zu messen ist. 
so bestatigt sich, daB, von den Neutralisationswarmen abgesehen, ziem- 
lich genau die Halfte der Warme bei der Spaltung der Phosphobrenz- 
traubensaure in Brenztraubensaure und Phosphorsdure, und die andere 
Halfte bei der Reaktion der Brenztraubensaure mit «-Glycerinphos- 
phorsaure frei wird. Dies Resultat kann sich auch nicht wesentlich 
andern, wenn bei rascherer Milchséiurebildung die Dismutation sich nicht 
zwischen Brenztraubenséiure und «-Glycerinphosphorsaure, sondern, wie 
neue Versuche ergeben, itiber die bald berichtet werden soll, sich 
zwischen einem primdaren Veresterungsprodukt der Hexose und Brenz- 
traubensaure abspielt. Diese Dismutation wiirde dann schematisch 
jauten : 
| Brenztraubensaéure + | Triosephosphorsaure 

1 Milchsaure + 1 Phosphoglycerinsaure. 
an Stelle der Gleichung: 
| Brenztraubensaure -++- 1 x-Glycerinphosphorsaure 

1 Milehsaiure -+- 1 Triosephosphorsaure. 
Statt der Oxydation des phosphorylierten Alkohols zum phosphorylierten 
\ldehvd (bzw. Keton) liefert dann die naichste Stufe: Oxydation des 
phosphorylierten Aldehyds zum phosphorylierten Carboxyl! die Energie 
fiir die Reduktion der Brenztraubensiure zu Milchséure 
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B. Die Spaltungswdarme der Phosphagene. 

Diese Warmen sind schon bei friiherer Geiegenheit gemessen, doc! 
war es erwunscht, einige neue Bestimmungen vorzunehmen, mit reiner 
Praparaten als sie friiher zur Verfiigung standen und unter noch ein 
wandfreieren Versuchsbedingungen. Die Spaltungswairme der Kreatin 
phosphorsaure wurde seinerzeit teils enzymatisch, teils bei Séaure 
hydrolyse gemessen und in letzterem Falle durch Bestimmung dé 
Mischungswarmen der ungespaltenen und gespaltenen Verbindung mit 
verdiinnter Salzsaure auf neutrale Reaktion umgerechnet. Diese Method 
ergab im Mittel +- 11000 g-cal! pro Mol Spaltung. Die enzymatise}: 
Spaltungswarme war schon 19277, kurz nach der Entdeckung de 
Kreatinphosphorsaure, bestimmt mit den damals zur Verfiigung stehende: 
SU bis 92°, reinen Praparaten; auch waren die Umstiande noch un 
genugend bekannt, die zum Ausschlu} von Nebenreaktionen fiihren. Da- 
tesultat dieser Messungen (15000 g-cal pro Mol) konnte daher nicht als 
gleichwertig mit dem der Saurespaltung angesehen werden. Um indes 


die Ubereinstimmung zwischen der Warme der Saurespaltung und de1 


enzymatischen Spaltung experimentell besser zu begriinden, wurde dic 
Warme der letzteren unter gut kontrollierten Bedingungen mit einem 
99,5°% reinen Praparat, das Dr. K. Lohmann herstellte, bestimmt. Das 
fesultat stimmt vollstindig mit dem bei Saurespaltung gefundenen 
iiberein (Tabelle III). Fiir die Aufspaltung diente ein zweiter Wasser 


Tabelle TILA. Enzymatische Spaltungswarmen der Kreatin 
phosphorsaure und Argininphosphorsaure. 


a) Mit Zusatz, b) Leerkontrolle. 





Aufspaltung 
in mg P.O, 


Phosphagen 


Losung 
Versuchs- 


‘om Phosphagen 


ius Phos- | 
phagen | 
aus Apyro 


Kreatinphosphor- 
are” iS ERO 85 26,0 1,10 
49.5 
Kreatinphosphor- 


ssure .. . . 50,6 
51,0 


Argininphosphor- 
sture ... . 11525! 3: 2: 3.05 35,8 1.3 
50 


' O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 196, 49, 1928; 253, 431. 
1932. In beiden Versuchsreihen ergaben sich fiir die Spaltung in saure: 
Lésung 12500 g-cal, was auf neutrale Lésung umgerechnet zu 11000 g-ca! 


fiihrt. — * O. Meyerhof u. J. Suranyi, diese Zeitschr. 191, 106, 1927. 
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Tabelle LIL B. 





Anstieg 
der 
lempe- 
ratur 
korvigiert 
: . 


eal fiir cal 
Phos- 
phagen 


spaltung 


cal fiir cal fiir 
Spaltung Extra- 
von mileh- 
Apyro sure 


pro 
abge 
spaltene 


Hy PO, 


Phosphagen 


Kreat inpt osphe yr- 


saure 106 10 400 


Kreatinphosphor- 


saure 3,90 


11 100 


10 700 


112 
Durehschnitt: 


Argininphosphor- 
saure 


0,20 3,73 75,4 7 400 


Loh- 


manns, noch reichlich kreatinphosphorsaurespaltendes Ferment enthalt, 


extrakt aus Froschmuskeln, da dieser, nach den Ertahrungen Dr. 
aber an Kohlenhydrat arm ist. Zu ihm wurde Adenylpyrophosphat zu- 
gesetzt. Zur Kontrolle wurde ein Extrakt ohne Kreatinphosphorsiure 
angesetzt und die darin getundene Wiarme, ebenso die fiir die zusatzliche 
geringe Milchséurebildung, in Abzug gebracht. Ein weiterer enzymati- 
scher Versuch ist mit Argininphosphorsiure ausgefiihrt, bei der friiher 
iiberhaupt nur die Warme der Saéurespaltung in zwei nicht gut tiberein- 
stimmenden Messungen bestimmt war. Auch diese letzteren Messungen 
wurden wiederholt (Tabelle IV). fiir die enzymatische Spaltung der 
\rgininphosphorsaure diente Krebsmuskelriickstand, der fiinfmal mit 
Wasser gewaschen war und dann mit Phosphat und Magnesium versetzt 
wurde. Zu Beginn der Hauptperiode wurde Argininphosphorsaure nebst 

Tabelle IV A. 


Saurespaltung von Argininphosphorsaure. 





Zusatz 
Arginin- 
phosphor- 
siure 


Ab- 
kiihlungs- 
korrektur 


Tempe- 
ratur- 
anstieg 


Auf- 


gespalten 


Nr. Lisung — 


ecm mg P.O; Min I s000°C 000" ¢ mg P, O05 


82 
69,5 


38,0 
30,8 


10 500 
10 050 


54.5 


Of,0 


405 
405 


57, 


+ 11,5 
4 


+ 6 


5 
3 


Tabelle IVB. 





Temperaturinderung Pro Mol 
berechnet auf 
aufgespaltene 

Menge 


bei Zusatz 
von Arginin- 
phosphorsdure 
1 


Nr. bei Zusatz 


der Spalt- 


os produkte 
1000° ¢ . 1000. ( 


— 35 


22 


- 93 
-— 


0 
0 
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Adenylpyrophosphat eingespritzt. Die Saurespaltung wurde bei 20 
aber sonst nach Art der frither beschriebenen ausgefiihrt, die Ve 
dimnungswarmen der neutralisierten ungespaltenen Argininphospho: 
sdure inn/d00 HCI (w,) und diejenigen der Spaltprodukte (w,) wurden fii 
sich bestimmt und die Warme bei neutraler Reaktion (w,) berechnet au 


der bei saurer Reaktion gemessenen (w,): w, w, +W, — Wy. Be 
Argininphosphorsaure ergibt sich aus Tabelle II], 3 fiir enzymatisel: 


Spaltung 7400 cal und fiir Saurespaltung, umgerechnet auf neutral: 
Reaktion, S000 cal. Dieser Wert stimmt mit einer der beiden friihere: 
Messungen tiberein (7850 cal). (Der zweite friihere Wert von 10 600 g-ca! 
ist durch einen zu groBen Betrag von wy ungenau geworden. Setzt mai 
hier diese ebenfalls wie in Tabelle 1V — 0, berechnet sich auch fiir diese: 
Versuch 8600 cal.) Wir haben also fiir neutrale Reaktion bei Kreatin 
phosphorsdéure mit einer molaren Spaltungswarme von 11000 g-cal, bei 
Argininphosphorsaure mit einer solehen von 8000 g-cal zu rechnen 


C. Die Wdrmeténung der .,Parnasschen Reaktion* 


Auf Grund des Vorhergehenden haben wir zu erwarten, bei der Um 
esterung von Phosphoglycerinséure oder Phosphobrenztraubensaure mit 
Kreatin 8300 11000 2700 cal, und mit Arginin 8300 — 8000 

300 cal. Die erste Reaktion muB also deutlich endotherm sei 
und letztere praktisch thermoneutral. Die direkten Messungen stimmet 
hiermit sehr gut iiberein. Mit Phosphobrenztraubensaure lassen sic] 
die Versuche erheblich genauer durchfiihren als mit Phosphoglycerin 
siure, weil, wie kiirzlich gezeigt wurde', die ,.Phosphoglyceromutase** i1 
alten Enzymextrakten leicht geschadigt ist und dann der Umsatz un 
vollstandig bleibt. Da die Umesterung mit Phosphoglycerinsaure besse: 
bei 40° geht. wurde eine gréBere MeBreihe bei dieser Temperatur vor 
genommen. Dabei wird aber stets anorganisches Phosphat abgespalten 
vermutlich durch nachtriglichen Zerfall der Kreatinphosphorsaur 
wodurch die Berechnung ungenau wird. Mit Phosphobrenztraubensaur 
wo die Umesterung bei 20° glatt verlauft. laBt sich nachtragliche Wiede: 
aufspaltung der Kreatinphosphorséure besonders gut verhindern 
wenn man noch n/50 NaF zusetzt, was gleichzeitig den Vorteil bietet, dir 
Riickverwandlung der Phosphobrenztraubensiure in Phosphoglycerir 
siure unmédglich zu machen und dadurch die Umesterung zu_ be 
schleunigen. Die Reaktion ist dann mit sehr altem und zehnfach ver 
diimntem Extrakt in 1 Stunde zu Ende. Die grobe Verdiinnung und 
das Alter der Enzymextrakte schiitzen vor Nebenreaktionen, so daB di 
Genauigkeit der Messungen diejenige der Spaltungswarme — vollic 


erreicht 


OO. Mey rho} u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 280. 99, 1935. 
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Drei derartige Versuche mit Phosphobrenztraubensaure und Kreatin- 
hosphorsdure sind in Tabelle V wiedergegeben. In Versuch | und 2 wurden 
ile Reaktionsteilnehmer zusammen in Lésung in das Kalorimeter gegeben 
ind nach Temperaturausgleich 6 cem des Muskelextraktes aus der Pipette 
ingeblasen. Der Extrakt war 15 Stunden dialysiert und mindestens 8 Tage 
m Eisschrank aufbewahrt. In der Lésung befand sich ein Uberschu8 von 
Kreatin (etwa 400mg), 3mg Mg (als MgCl,), 3,0cem m,10 Phosphat, 
1.5 cem nNaF und Adenylpyrophosphat mit 5 mg Ap., sowie synthe- 
tische Phosphobrenztraubensaure (etwa 50mg P,O;), zusammen etwa 
60 cem (in Versuch 3 wurde der verdiinnte Extrakt auBen zugesetzt und 
Phosphobrenztraubensdure — Adenylpyrophosphat eingeblasen). Die Be 
rechnung ist fiir synthetisierte Kreatinphosphorséure durchgefiihrt; die 
aufgetretene Brenztraubensaure weicht. manchmal ein wenig hiervon ab. 
Daneben wurde die Spaltung der Phosphobrenztraubensaure direkt be- 
stimmt mittels des Wertes fiir anorganisches Phosphat vor und nach Zusatz 
von HgCl,. 


Bei der Umesterung der Phosphoglycerinsaure und {der Phos- 


phobrenztraubensaure bei 40° ergaben sich absolut die gleichen nega- 
tiven Warmen, obwohl hier ein Betrag von anorganischem Phosphat 
abgespalten wurde, der ungefahr ein Drittel des auf Kreatinphosphor- 
siure umgeesterten entsprach. Wiirde man diese Aufspaltung noch in 


3000) die Hauptperiode hineinrechnen, so ergibe dies ein Korrekturglied von 
sel etwa gleicher Grobe wie die gesamte negative Warme. wodurch die 
met berechnete negative Warme verdoppelt wiirde und etwa — 6000 g-cal 


sich betriige. Da aber diese Messungen weniger genau sind als die bei 20° 
durchgetiihrten, so sind sie nicht wiedergegeben und auch bei der Be- 
rechnung nicht beriicksichtigt. Sie wiirden auch weniger gut zu den im 
vorigen Abschnitt mitgeteilten Spaltungswarmen stimmen. Es ist 
indes méglich, daB die Warmen etwas von der Temperatur abhangen und 
ferner, daB infolge zusatzlicher Warmeglieder durch Reaktionsanderung 
und Verdiinnung die negative Warme der Umesterungsreaktion tat- 
sichlich noch etwas gréBer ausfallen kann als es im Durchschnitt der 
Tabelle V der Fall ist. Die Warmeversuche der Synthese der Arginin 
phosphorsaure wurden auf ahnliche Weise mit 2 Tage altem, 5 bis 
6 Stunden dialysiertem Krebsmuskelextrakt angestellt. Da der Umsatz 
hier nicht so glatt verlauft. wurde eine gréBere Menge Extrakt in den 
Hauptraum des Kalorimeters gefiillt und die Phosphobrenztraubensaure 
aus der Pipette eingeblasen. Auch hier wurde ein UberschuB von 
neutralisiertem Arginin (450 mg) und die iibrigen Zusatze wie bei den 
Versuchen mit Kaninchenmuskelextrakt verwandt Die beiden 
Messungen weichen etwas voneinander ab, indem die eine eine nahe det 
Fehlergrenze gelegene positive Warme, die andere eine geringe negative 
Warme gab. Da die unbekannten Nebenreaktionen eher positive Warme 
besitzen, ist die wahre Reaktionswarme vielleicht ganz schwach negativ, 


iber nicht mehr als L000 eal. 
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Tabelle VA. { 


Sa 


QO. Meverhot ul. 


mesterungswarmen 


W. 


Schulz: 


von 


ure auf Phosphagene. 


Phosphobre 


nzt 


rauber 





Kreatinphosphor- 
Saure 
Dasselbe 


63.5 
64,9 
61.0 


Argininphosphor- 
saure 
Dassellt e 


Zusatz 


Brenztrauben 


61,3 


39.5 


40.2 


30.0 


I empe- 
ratur- 
inde 


rung 





Tabelle VB srechnung. 





cal pro g 
umgeesterte 
PO, 


cal ab 
fiir Neben 
reaktion H 


al pro M 


cal gemessen : 
Synthese 


Phosphagen 


ve | IBD) 
- 29.4 
41.9 


Kreatinphosphorsaure ; 0 
ISKi) 


Durchschnitt 


12.0 
17,0 


Duarchschnitt: 


+ 0.59 0 


Argininphosphorsaure 
— 0.56 4 0.1 


300 


Die Warmetonung der Teilreaktionen der Umesterung hatte bereit- 
kK. Lohmann! fiir die Synthese beziehungsweise Spaltung der Kreati: 
phosphorsaure berechnet nach der Gleichung: 

2 Kreatin 
= 2Kreatinphosphat 


—_ “- 


1 Adenylpyrophosphat 
1 Adenvisaur 


Da die Spaltung des Adenylpyrophosphats in Adenylséure und Phosphat 
nach O. Meyerhof und K. Lohmann 24000 geal pro Mol ergibt, di 
Spaltung von 2 Mol Kreatinphosphorséure 22000 g-cal, so miiBten be 
dem Verlauf von links nach rechts +2000 g-cal frei werden. Die Spaltungs 
warme des Adenylpyrophosphats ist nun nicht sehr genau bestimmt, »: 
daB man nur schlieBen darf, daB die Reaktion annahernd thermoneutra 
ist. In diesem Falle wiirde die ganze negative Warme auf die Reaktio 
2 Phosphobrenztraubensaure +- 1 Adenylséure — 1 Adenylpyrophosphat 
2 Brenztraubensaure entfallen. 

1934. 


Diese Zeitschr. 271, 278, 
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Diskussion. 


Die Kenntnis der hier gemessenen Warmen ist vor allem von 
Interesse im Zusammenhang mit dem Warmeverlauf des tatigen Muskels 
Die anaerobe Restitutionswarme von Hartree und Hill darf auf dis 
Differenz der exothermen Milchsaurebildung und der endothermen 
Svnthese der Kreatinphosphorsdure bezogen werden. Zu Beginn diese1 
Periode ist von Hartree eine negative Warmephase festgestellt, die bis 
mi 8°, der initialen Warme ausmacht!. Werden maximal 2 Mol Kreatin 
phosphorsaure pro | Mol Milchsaure synthetisiert, wie es besonders nach 
den Messungen F. Lundsgaards*® angenommen werden darf, so stehen 

22000 g-cal fiir die Synthese gegeniiber + 16000 g-cal neben einer 
Neutralisationswarme. Diese letztere dirfte im Muskel im Mittel 
HOUO bis S000 g-cal pro Mol Milchsiure betragen, ist aber wegen det 
Bildung von Phosphatpuffer von dem Umfang der Aufspaltung det 
Kreatinphosphorsaure abhangig. Die Rechnung stimmt also mit dem 
experimentellen Resultat iiberein, daB im ganzen wahrend der anaeroben 
Restitution eine germge positive Warme von etwa 10°, der initialen 
Warme auftritt. Die negative Anfangsphase kénnte nun auf der Parnas 
schen Reaktion beruhen oder aber auf beiden mit der Synthese je eines 
Mol Kreatinphosphorsaure verkniipften Teilreaktionen. Dabei kénnte 
z. B. die entstehende Saure zunachst mit Phosphat reagieren (Neu- 
tralisationswarme 2500 g-cal) und sich nachtraglich das Phosphat mit 
Protein umsetzen. Dann stiinden 22000 g-cal fiir die Synthese zu- 
nachst nur 18500 g-cal fiir die Spaltung gegeniiber. 


Fir die Richtung des Ablaufs der Reaktionen ist nicht die Warme l’ 


| 1H in der Bezeichnung von Lewis?) sondern die Anderung der freien 
Energie 4 (~~ AF) entscheidend. Dieser 4-Wert hangt aber bekanntlich 
nicht nur von der Anderung der freien Energie unter Standard- 


bedingungen. A®(— A F°), ab, sondern vor allem von den aktiven Konzen- 
trationen der entstehenden und verschwindenden Molekiile, die uns bei 
allen in Frage kommenden Umsatzen im lebenden Muskel vollstandig 
unbekannt sind. Daher ist fiir eine Vorhersage der Reaktionsrichtung die 
Kenntnis von A® ebensowenig hinreichend wie die von Ll’. So berechnet 
sich z. B. fiir die Spaltung von Hexosediphosphat in 2 Dioxyaceton- 
phosphat, wo U 14 000 g-cal betragt, A® IF’ (dh. fiir 
25°C K 3. 10-*) 3400 g-cal. Die Reaktion wiirde dann also im 
Sinne der Synthese verlaufen. Setzen wir aber, da die Gesamt- 


Hartree, J. of Physiol. 77, 104, 1933. — ? Diese Zeitschr. 233, 336, 

1931, Tabelle VIL. — * Lewis u. Randall, Thermodynamik, iibersetzt von 
O. Redlich, Wien, Springer, 1927. Da Lewis die Vorzeichen gegentiber den 
vebrauchlichen umkehrt, so schreibe ich fiir exotherme Reaktion (” statt 
1H. und ebenso bei Abnahme von freier Energie 4 statt iF. 
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konzentration der Zuckerphosphorsauren im Muskel nur etwa 0,01 Mo 
betragt und sich darin unter gew6hnlichen Umstanden sicher weniger al 
10-3 mol. Hexosediphosphat befindet, als Ausgangsbedingungen div 
Konzentration von Hexosediphosphat und von Dioxyacetonphospha' 
nicht wie fir A® zu 1 mol., sondern, sicher noch zu hoch, zu 1 millimo! 
so wird A 3400 + 4100 g-cal + 700 g-cal. Dem entspricht, daB be 
dieser Konzentration im Gleichgewicht mehr als die Halfte der Molekiil: 
Dioxyacetonphosphat ist. Wiirde nun gar die Konzentration des Trios: 
esters durch Weiterreaktion abnehmen, wahrend diejenige des Hexos« 
diphosphats durch Nachbildung gleich bleibt, so wiirde die Reaktion 
einsinnig im Sinne der Spaltung verlaufen und A jede beliebige positiv: 
GréBe erreichen. (In jedem Falle gilt aber der Wert von A ebenso wi 
von U fiir 1 Mol und entspricht also mit abnehmender Konzentration 
einem immer gréBeren Volumen.) Wenn auch bei gréBerer Energie 
ainderung (A® > 6000 cal) und meBbaren Umsiatzen in einem be 
schrankten Volumen die Richtung der Reaktion in der Zelle vorhe1 
gesagt werden kann, so z. B., daB die Aufspaltung von Glykogen in 
Milchsaure nicht ohne Energiezufuhr umgekehrt wird, so entscheidet bei 
den Zwischenreaktionen, die dem Typus der umkehrbaren Reaktionen an 
gehéren, die durch die Affinitat der verschiedenen Enzyme bestimmte 
teaktionsgeschwindigkeit in Verbindung mit der Art und Weise, wie das 
Endprodukt der Reaktionskette aus dem Reaktionsraum entfernt wird 
dariiber, ob der Umsatz in Richtung der Spaltung oder Synthese fort 
schreitet. Dies gilt auch fiir die in der vorliegenden Arbeit untersuchte 
feaktionskoppelung. Tatsdchlich ist beim Neutralpunkt, wie in de1 
vorstehenden Arbeit gezeigt ist, das Gleichgewicht der umkehrbaren 
Reaktion : Adenylpyrophosphat +- 2 Kreatin == 2 Kreatinphosphorsaur 
Adenylsaure sehr weit nach links verschoben. Lediglich das Ab 
fangen der Adenylsaiure kehrt die Richtung des Verlaufs um, z. B. durch 
Beseitigung der Adenylsiure mittels der Schmidtschen Desaminase. Ei! 
ahnlicher Fall tritt im lebenden Muskel ein, sobald bei der Kohlenhydrat 
spaltung intermediér Phosphobrenztraubensaure entsteht. In diesem 
Falle findet die Herabsetzung der Konzentration allerdings durch ein: 
zweite Reaktion statt, die mit gréBerer Affinitat die Adenylsaure ent 
fernt, so daB die Umkehrung auch hier durch Koppelung mit eine: 
zweiten energieliefernden Reaktion geschieht. Da eine solehe Umkehi 
in diesem Falle jedoch auch ohne solche zweite Reaktion méglich ist 
(z. B. pu-Verschiebung), ist in der vorhergehenden Arbeit gezeigt worden 
DaB die Phosphagensynthese im unermiideten Muskel weniger voll 
staindig ist als bei dem zusatzlichen Zerfall im weitgehend ermiideten 
Muskel, kénnte an dem verschiedenen Gehalt an freiem Kreatin liegen 
Ebenso wie das Abfangen von Adenylsiure verschiebt auch dit 
Zunahme des freien Kreatins die genannte Gleichgewichtsreaktior 
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Wie weit 


ach der rechten Seite (vgl. H. Lehmann, oben 8. 288). 
in dieser 


diese Betrachtungen fiir die andern Teilreaktionen, die 
Arbeit untersucht sind, Geltung haben, 


und der vorangehenden 
ihre Umkehrbarkeit im Gebiet meb 


muB dahingestellt bleiben, da 
barer Konzentrationen nicht erwiesen ist. 


Zusammenfassung. 

In der vorstehenden Arbeit wird die Warmeténung der Inter- 

mediadrreaktion der enzymatischen Milchsiurebildung und der Spaltung 

der Phosphobrenztraubenséure gemessen. In Chereinstimmung mit 

Ergebnissen erhalt man bei der freiwilligen Umesterungs- 

Phosphobrenztraubensaéure -+- Kreatin — Kreatinphosphor- 
3000 g-cal, 


diesen 
reaktion: 
siure + Brenztraubensaure eine negative Warme von etwa 


wihrend die analoge Reaktion: Phosphobrenztraubensaure + Ar- 


ginin —- Argininphosphorsiure + Brenztraubensaure nahezu , thermo- 


neutral ist. 








Die Hochdruck-Ultrafiltration mit Cellophan 
als Mittel zur Enzymreinigung und TeilchengréSenbestimmung. 
Von 
(i. Gorbach und K, Nitsehe. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Techn. und Mont. Hochschule Gra 


Leoben in Graz.) 


(Eingegangen am 4. August 1955.) 


Im Verlauf unserer Untersuchungen iiber die Wirkung des ultra 
violetten Lichtes auf Hefesaccharase ! ergab sich die Notwendigkeit, den 
Dispersitatsgrad der Enzymlésungen zu bestimmen, der fiir die Er 
klarung der beobachteten Aktivierungs- und Inaktivierungseffekte voi 
Bedeutung sein kann*. Unter anderen kamen hierfiir die Dialyse und 
die Ultrafiltration in Frage, Methoden, die auf der siebenden Wirkung 
verschieden durchlassiger Membranen beruhen. Die Schaffung new 
Filter mit definierter Porengr6éBe und relativ hoher Filtriergeschwindig 
keit hat die Anwendbarkeit dieser Arbeitsweisen erweitert und bereit- 
wesentlich zur Kenntnis der Fermente und ihrer Aktivatoren bei 
getragen®. Trotzdem findet die elegante Methode der Ultrafiltration aui 
diesem Forschungsgebiet noch nicht die ihr gebiihrende Beachtung 
Wohl hat O. Svanberg 4 bereits iiber die Reinigung von Hefesaccharase mit 
Kollodiumfilter nach R.Zsigmondy berichtet. Der durch die Ultra 
filtration erzielte Reinheitsgrad war jedoch nicht héher als  jene: 
welcher bei den Dialyseversuchen erreicht werden konnte. 


Es ist uns gelungen, mit Hilfe des billigen, im Handel befindliche: 
,,Cellophans‘‘5 unter Anwendung hoher Drucke die Hefesaccharase weit 
gehend zu reinigen und Enzymlésungen in ihre kolloidjalen und mok 
kularen Bestandteile zu zerlegen. Dieses Filtermaterial ist nach fil 
trationsversuchen mit Kongorotlésungen vollkommen eiweiBdicht und 
kann in einer geeigneten Hochdruckapparatur einem Druck von 100 Atm 


ausgesetzt werden, so dafB die Filtrationsgeschwindigkeit praktisch vollig 


ausreichend ist. Der verhaltnismaBig geringen Filtrationsgeschwindigkeit 


| (', Gorbach u. Mitarbeiter, diese Zeitschr. 219, 122, 1930; 235, 259. 

1931: 271, 328, 1934: Monatsh. Chem. 61, 29, 30, 1932. 2Voel. L. Pinkusse 
Photobiologie 8. 352ff. Leipzig 1930. 3 Vgl. Literatur bei H. Bechhold 
Die Kolloide in Biologie und Medizin, 5. Aufl. Dresden und Leipzig 1929 
G. Jander u. Zakowski, Kolloidforsch. in Einzeldarst. 9, Leipzig 1929. 
' O. Svanberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 112, 104, 1920/21. — 6 Uber di 
Brauchbarkeit des Cellophans zu Hochdruckultrafiltration siehe auc! 
J. W. Mc Bain u. S.S. Kutler, Trans. Faraday Soc. 26, 157, 1930) 
H.O. Nicolas, J. of biol. Chem. 97, 457, 1932. 
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teht aber der grobe Vorteil gegenitiber, daBb solche Filter nach unseren 
Versuchen mit gealterten Hefeautolysaten weder die wirksamen Enzym 
komplexe noch die Verunreinigungen adsorbieren; es handelt sich also 
im eine reine Filterwirkung des Cellophans. Wie unsere Untersuchungen 
weiter gezeigt haben, verbleibt die Hauptmenge der wirksamen Hef 

saccharase unabhangig vom Alter des Autolvsats (wir verwendeten auch 
solche mit einem Alter von vier Jahren) im geringen Filterriickstand, aus 
dem man durch bloBes Abspiilen hochwirksame Enzymlésungen ge 
winnen kann, wahrend sich der gréBte Teil der Verunreinigungen in den 
wenig wirksamen Filtraten befindet. Man kann den am Filter ver 

bleibenden Riickstand ohne EinbuBe an Wirkung durch wiederholtes 
\ufschwemmen und Filtrieren so weit reinigen, dab nur mehr die 
kolloidalen Bestandteile der Enzymlésung zurtickbleiben. Nach unseren 
Versuchen ist der Trager der wirksamen Substanz auch in sehr alten Hefe 


autolysaten jedenfalls noch kolloidaler Natur, ein weiterer experimentellet 


Beweis fiir die von Willstdtter! vertretene Anschauung. Die Ergebnisse 
von Bestrahlungsversuchen unter Verwendung dieser Ultrafiltrations- 
methode sollen spater mitgeteilt werden. 


Unsere Methode stellt ferner ein rasches und fast verlustfreies 
‘einigungsverfahren dar. Zur Reinigung eignen sich entsprechend vor 
gereinigte oder gealterte Enzyvmlésungen, bei welchen durch die vor- 
handenen weiter wirkenden Enzyme die hochmolekularen Stoffe weit- 
gehend abgebaut sind. Aus diesem Grund steigt mit dem Alter det 
Enzvymlésung auch der erzielbare Reinigungsgrad, der durch die Fil- 
tration auf das 10- bis 25fache gebracht werden kann. Vorteilhaft ist die 
Kombination mit den von Willstdtter? und Mitarbeitern geschaffenen 
Adsorptionsmethoden, die rasch zu hochgereinigten Enzympraparaten 
fiihren. So konnte z. B. aus einem neun Monate alten Hefeautolysat 
(Z. W.147) durch die Ultrafiltration und einmalige Adsorption an Ton- 
erde C.° eine Enzymlésung von 100fachem Reinheitsgrad (Z. W. 1,4) 
erhalten werden. 


Die Methode diirfte allgemein zur Enzymreinigung und Teilchen 
groBenbestimmung geeignet sein. Diesbeziigliche Untersuchungen an 
Bakterienproteasen sind zur Zeit im Gange. 


Methodik und Versuche. 


Vorbehandlung der Filter. Aus den im Handel erhaltlichen diinnen 
Cellophanbogen wurden eine Anzahl runder Scheiben mit dem fiir die 
Hochdruckapparatur * passenden Durchmesser von 9 em geschnitten. Diese 
Filter werden zunachst zur Quellung und Reinigung 24 Stunden in dest 


R. Willstdtter, Untersuchungen iiber Enzyme 1, Berlin 1928 
R. Willstatter, |.e. — * ,.Membranfilter’’ G.m.b. H., Géttingen. 
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Wasser gelegt und dann auf ihre EiweiBdichtheit durch Druckfiltratio; 
einer verdinnten Kongorotlésung tiberpriift. Das ablaufende Filtrat so 
vollkommen klar und das Filter gleichmaBig gefarbt sein. Die einwandfr: 
befundenen Filter werden gewaschen und in dest. Wasser aufbewahrt. E 
empfiehlt sich, die Priifung mit Kongorot vor jeder Filtration vorzunehmen 
Zur volligen Entfernung der wasserléslichen Anteile filtriert man am beste: 
so lange mit dest. Wasser, bis die entnommenen Filtrate riickstandstrei sind 
Hierfiir geniigen meist 10 bis 15 cem dest. Wasser. So vorbereitete Filt« 
kénnen auch zur oftmaligen Filtration Verwendung finden. Die Filtrations 
veschwindigkeit betragt fiir ungereinigte Hefeautolysate bei einer wirksame: 
Filterfliche von etwa 32 qem und unter einem Druck von 80 Atii (héher: 
Drucke sind nach unseren Erfahrungen ohne EinfluB8 auf die Filtrations 
geschwindigkeit) etwa 10 bis 15 cem pro Stunde. Den notwendigen Druck 
erzeugten wir mit hochkomprimiertem Stickstoff oder PreBluft. Nac! 
unseren Beobachtungen sind beide Gase ohne merklichen EinfluB auf di 
Enzymwirkung. 


Filtrationsversuche. Aus unserem Versuchsmaterial haben wir in Ta 


belle I die Ergebnisse mit zwei verschieden alten Hefeautolysaten aus 
gewahlit. Den nach der vollstandigen Filtration auf dem Filter verbliebene: 
Riickstand lésten wir durch wiederholtes Waschen mit wenig dest. Wasser 
quantitativ vom Filter und fiillten dann auf das urspriingliche Volumen de 
angewendeten Autolysatmenge. Die Lésung des geringen Filterriickstands, 


die nur schwach getriibt war, wies, wie die Tabelle L zeigt, praktisch dieselb: 
Wirkung auf wie das Ausgangsautolysat. Aus den Trockenriicksténden litt 
sich die Menge der absorbierten Stoffe berechnen. Sie betragt pro qem 
Filterfliche und 10 cem filtrierter Lésung etwa 0,2 mg. Das Filter zeigt 
also praktisch keine Adsorption. 

Zur Teilchengr6Benbestimmung ist es notwendig, den erhaltenen 
Riickstand durch é6fteres Lésen und Filtrieren so weit zu reinigen, da nu 
die kolloidalen Teilechen am Filter zuriickbleiben. Durch die eimmalige 


Tabelle 1. Filtrationsversuche mit einem 9 Monate (I) und einen 
5 Jahre alten Hefeautolysat (II); pu 7,0. 
Zu IL: Filtriert wurden 6C cem; Filterriickstand in 60 c¢em dest. Wasser: 
Filtrat 60 c¢em. 
Il: Filtriert wurden 10 cem; Filterriickstand in 10 cem dest. Wasse 
Filtrat 10 cem. 





Bestimmungen Autolvsat Filteraufschwemmung 


Wirkung in Refraktometer- 
skalenteilen pro 60 Min. 
DOGWBES 6 6. Ge se 
rrockenriickstand mg pro 
10 ecm . 
Organischer 
Anorganischer 


Wirkung in Refraktometer- 
skalenteilen pro 60 Min. 

(OO a 

Trockenriickstand mg pro 
10 ecem . 
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Tabelle IL. 
ks wurden 10 cem filtriert und der Filterriickstand mit 10 cem dest. Wasser 


autgenommen. 





Aufschwemmung des Filterriickstandes Filtrate 


iltré ) . 
tration Wirkung in Refraktometer-  Riiekstand Wit kung in Refraktometer 
skalenteilen pro 60 Min. mgprol0eem  skalenteilen pro 60 Min 


gi 0,28 
I] Ai a 0,13 
II] 2 2! 0.00 


Durchftiihrung dieser Operation kann dieser noch um 50°, vermindert 
werden (Tabelle If, Lésung IT), ein Zeichen dafiir, daB in den Filterriick 
stinden der Autolysate noch Verunreinigungen nichtkolloidaler Natur 
vorhanden sind. Demgegeniiber geht die Wirkung nur um etwa 20 ©, zuriick. 
Nach zweimaligem Waschen des Filterriickstands mit dest. Wasser 
(L6sung III) besteht dieser, wie das nahezu riickstandfreie Filtrat zeigt. 
nur mehr aus kolloidalen Teilechen. Die Wirkung blieb in diesem Falle 
konstant. Interessanterweise sind solche Lésungen wenig haltbar: die 
Wirkung geht innerhalb weniger Tage bis auf ein Viertel zuriick. 











Ultrakohlenstoffbestimmung. 
Von 
Wilhelm Liittgens und Walter Christian. 
\us dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem 
(Eingegangen am 5, August 1935.) 


Mit | Abbildung im Text. 


J.B. Niederl wid J. B. Meadow (1) haben im Jahre 1931 iiber ein 
Ultrakohlenstoffbestimmung berichtet. Die genannten Autoren ab 
sorbieren das bei der Verbrennung nach Pregl entstandene Kohlendioxyd 
in Bariumhydroxydlésung und bestimmen das gebildete Bariumcarbonat 
yvewichtsanalytisch, 

Wir haben versucht, die gewichtsanalytische Bestimmung des 
Bariumcarbonats durch die manometrische Bestimmung der gebildeten 
Kohlensdure zu ersetzen. Die manometrische Methode gestattet, die, be 
einer Einwage von 0,2 bis 0,7 mg organischer Substanz entstehenden 
mehrere 100 cmm Kohlendioxyd auf wenige emm genau zu ermitteln 
Der Fehler bei der Kohlenstoffbestimmung betragt im allgemeinen 

0,6°,. Er ist im wesentlichen durch die Ungenauigkeit der Wagung 
bedingt. Folgende Werte wurden z. B. erhalten: 





. Einwage Gefunden Gefunden Berechnet 
Substanz : ' 
mg emm CO» O', ¢ ( 
Chlorhamin aus Blut . 0,319 371 62.3 62.6 
Cystin . ee ee 0,603 337 30,0 30,0 
Palmitinsiure . .. . 0.210 296 75,4 74,9 
Palmitinsaure . .. . 0,242 336 74,5 74,9 
GIVKOROM . «iss ; 0,355 216 32.5 32.0 

















Abb. 1. Die Absorptionsréhrchen und ihre Anordnung. '/, natiirl. Gréfe. Zeichenerkliruny 
im Text. 





Clit 
ab 
XVC 


Onat 


des 
eten 
7 be 
den 
teln 
‘inen 


oun 


net 


b 
) 
Q 
4 
i) 


liiruny 





Ultrakohlenstoffbestimmung 311 


Apparatur. Die Form und Fillung des Verbrennungsrohres wurde 
wh den Angaben von F. Pregl? beibchalten. Zur Absorption des 
Kohlendioxyds dient n 10 Natronlauge. die sich in zwei hintereinander- 
veschalteten Gaswaschréhrehen (1 und Il der Abbildung) befindet. Die 
70mm langen und 10 mm _ weiten Réhrchen sind mit Helmschliffen (//) 
versehen, in die die Ein- und Ableitungsréhrehen eingeschmolzen sind 
Die Eimleitungsréhrchen (/) haben den gleichen auBeren Durchmesser 
wie der Schnabel des Verbrennungsrohres. Die Diisenéffnung (1) be- 
tragt jedesmal 0,7 mm. Eine Asbestscheibe (4s) schiitzt die Absorptions- 
rohrehen vor Warmestrahlung. Die n/10 Natronlauge wird aus einer in 
‘soo cem geteilten Mikrobiirette nach Pregl (3) entnommen. Um die 
Verbrennungsgase in méglichst innige Beriithrung mit der Natronlauge 
zu bringen, werden in jedes Absorptionsréhrchen mindestens 0.5 g 
lressensilber eingefithrt. Nach der Analyse kann man das Silber nach 
\uskochen mit destilliertem Wasser und Trocknen im Trockenschrank 
hei 120° wieder zur nachsten Bestimmung verwenden. Weniger als 
0.5 g Tressensilber in jedem Réhrchen gewahrleistet keine vollstandige 
\bsorption der Kohlenséure. Versuche haben gezeigt, daB zwei Ab 
sorptionsréhrchen, die in der geschilderten Weise beschickt waren, aus- 
reichen, die entstandene Kohlenséure quantitativ zu absorbieren. Ein 
drittes angeschlossenes Réhrehen ergab keinen Unterschied mit dem 
Blindwert. Zur Bestimmung der Kohlensdiure dienten Manometer mit 
KegelgefaBen nach O. Warburg (4). 

Arbeitsweise. In ein kleines Platinschiffchen werden 0,2 bis 0,7 mg 
der zu analysierenden Substanz auf der Mikrowaage eingewogen. Die 
Erhitzung der Verbrennungsapparatur (JV), die Strémungsgeschwindig- 
keit des Sauerstoffs und der Luft, sowie die Verbrennung der Substanz 
erfolgen genau nach der Vorschrift von Pregl (2). Die gereinigten und 
getrockneten Absorptionsréhrchen werden mit je 0,5 bis 0,8 g Tressen- 
silber und aus der Mikrobiirette mit je 2 cem n/10 Natronlauge beschickt. 
AnschlieBend werden sie sofort mit dem Aufsatz verbunden. Durch 
Drehen der Réhrchen um ihre Langsachse verhindert man hierbei das 
Zusammendriicken des Tressensilbers. Das Einleitungsréhrchen des 
Aufsatzes mit den Absorptionsréhrchen wird nun mit der Miindung durch 
einen dickwandigen, impraignierten Schlauch mit dem Schnabel des 
Verbrennungsrohres so verbunden, da’ sich Glas und Glas beriihren. 
Das andere Ende der Absorptionsapparatur wird durch einen Schlauch 
mit der Mariotteschen Flasche (.7) verbunden. Letztere dient zur 
Uberwindung des Widerstandes der Natronlauge. Nun erfolgt die Kin- 
fihrung des Platinschiffchens mit der abgewogenen Substanz in das 
Verbrennungsrohr, die Verbindung mit dem Sauerstoffgasometer und 
die Verbrennung. Durch Einstellen des Hebels der Mariotteschen 
Flasche regelt man die Str6mungsgeschwindigkeit so, daB in 25 Minuten 
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100 com Wasser abtropfen. In etwa 10 Minuten ist die Verbrennung cd: 
Probe im Sauerstoffstrom vollendet. Die Austreibung der Verbrenung 
gase geschieht mit Luft in 25 Minuten. Wahrend dieser Zeit werden 
die birnenférmigen Anhainge von drei ManometergefaBen je 0,3 cem 
n Schwefelsaure eingefiillt, und die Anhange mit ihren Stopfen ve: 
sehen. Nachdem die Austreibungsperiode beendet ist, nimmt man di 
Gaswaschrohrchen von der Verbrennungsapparatur ab und entfernt da 
Tressensilber mit Platinhaken und Pinzette. Mit einer in 1/99 cem ei) 
geteilten Pipette entnimmt man in einem Zuge einen méglichst groben 
Teil der alkalischen Lésung eines Réhrchens und bringt eine abgemesser: 
Menge in den Hauptraum eines ManometergefaBes. Dieses wird sofort 
mit seinem Manometer verbunden. Mit dem zweiten Absorptions 
rohrchen verfihrt man ebenso. Zur Bestimmung des in der Natronlaug: 
schon enthaltenen Carbonats wird in ein drittes ManometergefaB ein: 
abgemessene Menge Lauge aus der Mikrobirette eingefillt. Der Gas 
raum der GefaBe enthalt Luft. Die Manometer werden in einen auf 20° 
eingestellten Wasserthermostaten gehangt und geschittelt. Nach Ein 
stellung des Gleichgewichts iibersiuert man die Natronlauge durch 
Kinkippen der Schwefelsiure. Nach Erreichen des neuen Gleichgewichts 
in etwa 5 Minuten liest man die Druckaénderung ab. Die entstanden: 
Druckanderung wird nach folgenden Formeln in emm CO, umgerechnet 
xemm CQ, (] 


973 


mde 
T 
LO OOO 


+V,.a 


kao. qmm 
Hieri bedeuten: 
abgelesene Druckanderung in mm; 
GefaBkonstante fiir Kohlensaure ; 
Volumen des Gasraums im Manometer bis zur Ablesemarke in ¢cmm: 
absolute Temperatur, bei der die Kohlend.oxydmenge bestimmt 
wid; 
gesamtes Fliissigkeitsvolumen im ManometergefaB in emm; 
Bunsenscher Gasabsorptionskoeffizient. 
Die Berechnung des Kohlenstoffgehalts der Substanz aus der ent 
wickelten Kohlendioxydmenge geschieht nach folgender Forme! 
z.12.100 
22400. 
Darin sind: 
entwickelte emm CQ,, 


400 Molvolumen eines Millimols in emm, 
Atomgewicht des Kohlenstoffs, 


5) 
» 


af 
5) 
| 
KB Kinwage in mg. 


Als Beispiel einer Analyse diene die Bestimmung des Kohle 


stoffs im Cystin. 





Ultrakohlenstoffbestimmung. 


Einwage zur Verbrennung 0,603 meg Cystin. 





is dem Absorptionsrohrehen . I I] Zur Bestimmung des 
den Hauptraum des Mano- Blindwertes der NaOH 
metergefies. . .. «eee 1,79 eem 1,84 cem 1.84 cem 

, den Anhang des Manometer- 


gefaibes 0,3ceemn Hy SO, ce — 
> 


israum des Manometergefiibes Luft > 


15.85 cem 15,34 eem 16.19 een 
2.09 , a. 2,14 


1,660 qgmm 1,618 ¢mm 1,697 gmm 


Drueckinderung Std. nach 

(Ubersiuern. . . 0... + 192.5 mm + 18 mm + 14mm 
WH Oe wk bee os 320 emm 29 cmm 24 emm 
| mgerechnet auf die ganzen 

2 ccm eines Absorptions- 

rohrehens ...... 357 emm 32 emm 26 emm 
Absorbierte Menge COg . 357 — 26 32 — 26 


331 emm 6 emm 


Gesamte entstandene Kohlensidiure 331 j 337 emm. Daraus 
ergibt sich nach Formel (3): 
387 . 12. 100 
wEOe.. C: 
22400. 0.603 


Literatur. 


1) J. Bb. Niederlu. J. B. Meadow, Mikrochem. 9, 350, 1931. 2)F Pregl, 
Die quantitative organische Mikroanalyse, S. 21--87. Berlin, Verlag Jul. 
Springer, 1930. 3) Derselbe, |. e. S. 126—-127. $)O. Warburg u. F. Kubo 
witz, diese Zeitschr. 227, 184, 1930. 
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Die Wirkung von Follikelhormon-Kristallisaten 


auf das Wachstum einiger Kulturpflanzen. 
Von 
K. Seharrer und W. Schropp. 
(Aus dem Agrikulturchemischen Institut Wethenstephan der Technisch: 
Hochschule Miinchen. ) 


(Eingegangen am 7. August 1955.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


A. Einleitung. 


Im Jahre 1933 hatten wir Wasserkulturversuche mit technischem 
Progynon zu Sommerweizen, Winterroggen, Sommergerste, Hater, Mais 
und Erbsen durehgefiihrt und gefunden (1), daB von allen in den Versuc! 
einbezogenen Pflanzen Erbsen und Sommerweizen am meisten in Wachstum 
und Ertrag gef6rdert wurden; darauf folgten Mais und Sommergerste, 
wihrend die Progynongaben zu Winterroggen und Hafer fast wirkungslos 
waren. Zu ungefahr gleicher Zeit angesetzte Versuche mit technischem Pro- 
gynon zu Hafer von O. Lemmermann und W. U. Behrens (2) erbrachten das 
Ergebnis, daB das technische Progynon keine sichergestellte Wirkung aut 
Hafer auszuiiben vermochte. Weitere Wasserkulturversuche von W.Schoell: 
und H. Goebel (3) an Zwiebelgewachsen und von H. Goebel (4) an Mais 
Tomaten, Orchideen unter Verwendung von Follikelhormon fielen POsitiy 
aus. Von den gleichen Autoren in jiingster Zeit durchgefiihrte Topfversuch: 
mit einem Hormonkristallisat zu Primeln, Fuchsien, Nelken, Chrysanthemen, 
Veilchen, Alpenveilchen, Tomaten erbrachten durechweg eine deutlichi 
Steigerung der Bliitenzahl bzw. Erhéhung des Ernteertrags bei Tomater 
durch das Kristallisat im Vergleich zu den Kontrollpflanzen (5). Dem 
gegeniiber stehen negative Befunde von H. +. Luler und D. Burstrém bzw 
H.v. Euler und 2B. Zondek (6), von Virtanen und Fv. Hausen (7) sowie von 
R. Harder und Inge Stormer (8). Die letztgenannten beiden Forscher et 
klaren die Unstimmigkeiten zwischen den Ergebnissen der verschiedene: 
Versuchsansteller tiber die Wirkung des Follikelhormons auf die Pflanze: 
durch Einfliisse chemischer Faktoren in Wasser und Boden. Sie vertreter 
die Anschauung, dal die etwaige positive Wirkung der Hormone auf di 
Bliihfreudigkeit der Pflanzen nicht als unmittelbare Wirkung des Hormons 
auf die Bliitenentwicklung, sondern als Folgeerscheinung eines bessere: 
vegetativen Wachstums aufzufassen sei. H. Orth (9) fiihrte Versuche mit 
technischem, kristallisiertem und dehydriertem Progynon an héheren und 
niederen Pflanzen aus. Er fand, daB die vegetative Entwicklung héhere: 
Pflanzen (Cannabis sativa, Zea Mays) durch verschiedene Progynongabe: 
gefordert wurde. Das Geschlechtsverhaltnis héherer Pflanzen (Cannabis 
sativa, Mercurialis annua, Zea Mays) lieB sich durch das Sexualhormon 
keiner Gabe und Form beeinflussen. Eine unmittelbare Wirkung auf das 
Geschlechtsverhaltnis niederer Pflanzen (Farnprothallien, Absidia caeruels 
wurde ebenfalls nicht beobachtet. Durch Injektionen von kristallisierten 
Progynon wurden Zellteilungen in der Markhéhle von Vicia faba nicht 
hervorgerufen, wohl hatten jedoch Injektionen mit technischem Progynon 
und Rohauxinlésungen einen positiven Erfolg. W.U'. Behrens (10) far 
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irzlich eine giinstige Wirkung eines technischen Progynonpriparats auf 
is Wachstum von Erbsen und die Kornbildung bei Gerste in Wasserkultur 
id auf die Hiilsenbildung von Erbse in GefaBversuchen. Er schreibt 
edoch die Wirkung nicht dem Gehalt der Praparate an Sexualhormonen, 
sondern den Begleitstoffen zu. A. Thorsrud und M. Odelien (11) beob 
achteten bei mit Progynon behandelten Hyacinthen eine bessere Ent- 
wiecklung als bei den Kontrollpflanzen, wobei jedoch der Trockensubstanz- 
ertrag der gleiche war. Wachstumsforderungen der Hyacinthen und Mai- 
blumen erhielt Janot (12). Durch Zusatz von Schwangerenharn, Prolan 
und Insulin vermochte Adstner (13) die Entwicklung von Gerstenkeimlingen 
zu fordern, wogegen Hypophysin und Thyroxin unwirksam waren. 


B. Versuchsdurehfiihrung. 


Im Jahre 1934 fiihrten wir mit einer Reihe von Kulturpflanzen 
GefaBversuche durch, die sich zur Aufgabe machten, die Wirkung ver- 
schiedener Hormonpraparate auf das Wachstum dieser Pflanzen auf 
natirlichen Béden zu priifen und gleichzeitig die Wirkung steigender 
Gaben dieser Hormone festzustellen. Als Hormonpraparat wurde ein 
fiir technische Zwecke geeignetes Hormonkristallisat verwendet, das 
in zwei Formen, namlich als Phenol (,,phenolisch**) und als Natriumsalz 
(,. Na-Phenolat‘‘) zur Verfiigung stand. Dieses Hormonkristallisat wurde 
uns in liebenswirdiger Weise von der Firma Schering-Kahlbaum A.-G., 
Berlin, wberlassen, wofiir wir dieser Firma auch an dieser Stelle unseren 
verbindlichsten Dank aussprechen méchten. Nach den Angaben der 
Firma ist das Hormonkristallisat ein Follikelhormonpraparat, das zwar 
nicht sorgfaltig von den natirlichen Begleitstoffen des Follikelhormons, 
wie Equilin und Hippulin, wohl aber nach der durch Prof. Noack, Berlin, 
vorgenommenen Priifung von Auxin befreit worden ist. 

Entsprechend der Fragestellung wurde tolgender Versuchsplan fiir 
zweckmaBig erachtet: 


l. Volldingung ohne Hormonzugabe. 


2. Volidiingung 500) Scheringsche' ME. als Hormonkristallisat 
phenolisch., 

3. Volldiingung L000) Scheringsche ME. als Hormonkristallisat 
phenolisch, 

4. Volldiingung 500) Scheringsche ME. als Hormonkristallisat 
Na-Phenolat. 

5. Volldiingung L000) Schermmgsche ME. als Hormonkristallisat 


Na-Phenolat. 
In den weiteren Austiihrungen bezeichnen die Abkiirzungen 5 bzw. 
10 Ph. 500 bzw. 1000 Scheringsche ME. Hormonkristallisat = phenolisch 
und 5 bzw. 10 Na 500) bzw. 1000 Scheringsche ME. Hormonkristallisat 
Na-Phenolat. 
Zu den Versuchen wurden Mischbéden verschiedener Art verwendet. 
Samtliche Versuche wurden in VegetationsgefaBen aus Email, die aut 


! Die internationalen Einheiten erhalt man aus den Scheringschen ME. 


durch Multiplikation mit 1,66. 


91 « 
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Wavgen autgestellt waren, durchgetiihrt. Die Behandlung der einzeln 
VersuchsgefaBe erfolgte véllig gleichartig, so daB nur der Faktor Hormo 
zugabe variabel war. Die Bewasserung der Versuche erfolgte immer na 
Gewicht. Bei der Ernte wurden samtliche Einzelergebnisse auf Trocke 
substanz umgerechnet und es bezeichnen somit die Ergebnisse in dey 
folgenden Tabellen durchweg die Ernteertrage an Trockenmasse. Die Ernt 
ergebnisse an Zuckermenge und Starkemehl sind hingegen naturgemaB aut 
das Frischgewicht berechnet. 

Die zu den Versuchen verwendeten Boden wurden jeweilig, wie in 
einzelnen bei den Versuchen spaiter angegeben, durch Vermischen eines 
neutralen Miocinsandes aus der Umgebung Weihenstephans, eines alka! 
schen Schotterbodens der Miinchener Hochebene und eines sauren Quarta: 
decklehms von Weihenstephan bereitet. Die mechanische und chemisclhy 
Zusammensetzung dieser Boden ist aus den Tabellen [ und IL ersichtlic! 


Tabelle I. Ergebnisse der physikalischen Bodenuntersuchung 
der Versuchsboéden. 





Sand Feinsand Staub Feinstes 
2 bis Omm 0.1 bis 005mm 0,05 bis0,0lmm << 0,01 mr 


Bodenart 
Miocénsand........ 88,50 6,20 2,89 2,50 
Niederterrassenschotterboden 48.00 14.00 13.50 24 50 
Quartardecklehm ..... 32,80 13,20 28,99 25.60 


Tabelle I]. Ergebnisse der chemischen Bodenuntersuchung de 


Versuchsbéden (wasserfreier Feinboden). 





Im heifien HCl-Auszug PH 
(K Cl-Auf- 
schlimmung 
elektro- 
metrisch 


Bodenart : ‘aO MgO 


MIOCANGARG ..... + s » « % 0,046 0,064 0,102 0,140 0,190 6.91 
Niederterrassenschotterboden 0,319 0,112 0,285 2,560 0,532 7.05 
(Juartardecklehm . . . . . 0,194 0,110 0,889 0.073 0,029 5.07 


C. Die einzelnen Versuche. 
1. Versuch mit Sommerweizen, Janetzkis Original, 


Die Versuche wurden aut einem Gemisch von zwei Drittel Sand und 
ein Drittel Lehm durehgefiihrt. Das Erdgewicht, die Nahrstoffgaben, 
Pflanzenzahl, Datum der Saat, Keimung (Auflauf) und der Ernte sind fii: 
simtliche Versuche aus Tabelle III zu entnehmen. Die Hormonzugal« 
erfolgte beim Weizen am 7. Mai. Wahrend des Wachstums wurden folgend 
Beobachtungen angestellt. 

25. Mai: Deutliche Unterschiede sind noch nicht festzustellen. 

18. Juni: Gegeniiber der letzten Beobachtung erscheinen die Pflanzen 
in 5 Na, noch mehr aber in 10 Na sich besser zu entwickeln. Sie sind etwas 
héher und zeigen dunklere Blattfarbe. 5 Ph. und 10 Ph. sind gleichfalls etwas 
besser als Volldiingung, erreichen aber Na nicht. 

23. Juni: 10 Na bester Stand gemeinsam mit 5 Na. LO Ph. ist um 
geringes schwacher, jedoch besser als 5 Ph. 5 Ph. ist gegeniiber Volldiingung 


nur um weniges voraus., 
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318 K. Scharrer u. W. Schropp: 


2. Juli: Unverdindert, besonders hervorzuheben 5 und 10 Na durch di 
guten Stand. 

18. Juli: Unverandert. 

Bei der Ernte wurden die in Tabelle [IV zusammengestellten Er- 
gebnisse erhalten. Wahrend 5 Ph. auf den Kornertrag ohne Wirkung 
blieben, haben 10 Ph., 5 Na und besonders 10 Na den Kornertrag in 





Abb. 1. Sommerweizen. Aufnahme am 28. Juni 1934. 


deutlicher Weise giinstig beeinfluBt. Die Unterschiede sind auch fehler- 
kritisch gepriift und gesichert. Die Wirkung der gepriiften Hormone auf 
den Strohertrag war ahnlich giinstig, hier war auch 5 Ph. von Erfolg, 
simtliche Werte sind ebenfalls fehlerkritisch gesichert. In der Be- 
einflussung des Korn : Stroh-Verhaltnisses sind deutliche Unterschiede 
nicht festzustellen. Der Bestockungsfaktor, d. h. die Anzahl Achsen, die 
von 100 Pflanzen gebildet werden, wurde durch die Hormonzugabe 
durchweg in giinstigem Sinne beeinfluBt, weniger dagegen wurde das 
1000-Korngewicht verandert. Der Anteil an Kornern erster Sorte war bei 
samtlichen Hormonzugaben niedriger als bei Volldiingung. 


2. Versuch mit Sommerroggen, Karlshulder Original. 


Zu dem Versuch fand ein Bodengemisch von zwei Drittel Sand und 
ein Drittel Schotter Verwendung. Die Hormongabe wurde am _ 7. Mai 
verabreicht. Wahrend des Wachstums wurden folgende Beobachtungen 
angestellt. 

25. Mai: Versuch gut entwickelt, der Stand von Volldiingung ist gegen 
liber samtlichen tbrigen Diingungsarten deutlich zuriick. LO Ph. deutlicl 
besser als 5 Ph. Noch besser als die Ph-Diingungsarten sind 5 Na und gany 
besonders LO Na. 


IS. Juni: Stand unverandert. 
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Wirkung von Follikelhormon-Kristallisaten auf das Wachstum usw. 319 
1 den Die Wirkung der Hormonzugabe war ahnlich wie beim Weizen, 
wiederum konnten 5 Ph. keine Wirkung erzielen. Die gréBte Beein- 
flussung wurde durch 10 Na hervorgerufen: es sei hervorgehoben, daB 
| dieser Unterschied gegeniiber Volldiingung der einzige der ganzen Reihe 
cUNg beim Kornertrag ist, der fehlerkritisch gesichert erscheint. Das gleiche 
ist beim Strohertrag der Fall. Das Korn-Stroh-Verhaltnis wurde durch 





Abb. 2. Sommerroggen, Aufnahme am 11. Juni 1934. 





nler- die Gaben von 5 und 10 Na gegeniiber Volldiingung giinstig beeinfluBt. 
auf Das 1000-Korngewicht erfuhr durch simtliche Hormonzugaben gegen- 
fol. iiber Volldiingung eine Erhéhung, wahrend die Beeinflussung des 
3e- Prozentanteils an K6érnern erster Sorte keine einheitliche Tendenz er- 
iede kennen laBt (Tabelle V). 
, die 
rabe 3. Versuch mit Sommergerste, Weihenstephaner CP, 127. 
das Der Versuch wurde auf einem Bodengemisch von zwei Drittel Sand 
oe und ein Drittel Lehm durchgefiihrt. Das Hormon wurde am 7. Mai verab 
reicht. Wahrend des Wachstums konnten folgende Beobachtungen fest- 
gehalten werden: 
25. Mai: Leichter Mehltaubefall. Bei dem gut entwickelten Versuch 
ist der gegeniiber Volldiingung bessere Stand von 10 Na und 5 Ph. hervor 
tind zuheben. 10Ph. und 5 Na sind gegeniiber Volldiingung noch nicht so 
Mai welt voran. 
oe IS. Juni: 10 Ph. und 5 Na haben etwas aufgeholt, sonst unverandertet 
Stand. 
yen ; ’ 
hick 2. Juli: Strohfarbe bei den Pflanzen mit Hormonzugabe meist etwas 
ais heller, besonders bei 5 und 10 Na. 


Ll. Juli: Die Pflanzen in Volldiingung sind in der Reife etwas gegen die 


iibrigen Diingungsarten zuriick. 























320 K. Scharrer u. W. Schropp: 


Die Ernteergebnisse sind aus Tabelle VI zu entnehmen. Wahren:| 
die Untersehiede bei 5 Ph., 10 Ph. und 5 Na fehlerkritisch nicht gesicher 
sind und infolgedessen noch innerhalb der Fehlergrenzen liegen, ist dé 
Mehrertrag von rund 10°, bei 10 Na fehlerkritisch gesichert. Die 
Wirkung auf den Strohertrag war etwas besser als auf den Kornertrag 
Mit Ausnahme des Unterschiedes von 10 Ph. gegeniiber Volldiingung sind 





Abb. 3. Sommergerste, Aufnahme am 11. Juni 1934. 





hier simtliche tibrigen Unterschiede fehlerkritisch gesichert. Am besten 
wirkten 5 Ph. und besonders 10 Na. Das Korn-Strohverhaltnis wurde 
dureh die Hormonzugaben in bescheidenem Ausmabe erniedrigt. det 
Bestockungsfaktor praktisch nicht beeinfluBt. Das 1000-Korngewicht 
und der Anteil an Kérner erster Sorte in Prozent waren bei den Hormon- 
gaben niedriger als bei Volldiingung. 


4. Versuch mit Ha fe r, Pe ragis Original, 


Der Versuch wurde auf einem Bodengemisch von zwei Drittel Sand 
und ein Drittel Sehotter durehgefiihrt, das Hormon wurde am 7. Ma 
zugegeben. Die Wachstumsbeobachtungen ergaben: 

25. Mai: Hier sind ahnliche Beobachtungen wie beim Roggen anzu 
stellen. Der Unterschied zwischen Volldtingung und Volldiingung 5 Ph 
ist jedoch noch nicht sehr grok. 

Is. Juni: Bester Stand nach wie vor bei 10 und 5 Na, ohne grobe 
Unterschiede innerhalb der beiden. 10 Ph. steht besser als 5 Ph., etwas 
zuruck ist Vollditingung. 


2. Juli: Unverandert, die Unterschiede haben sich fast ausgeglichen 


Die Ernteergebnisse sind in Tabelle VIL aufgezeichnet. Ahnlich 
wie bei unseren friiheren Wasserkulturversuchen (1) war hier die Wirkung 
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H aps K. Scharrer u. W. Schropp: 


simtlicher Hormonzugaben auf den Korn- und Strohertrag eine 


negative. Dieser Befund wurde durch die Arbeiten von Lemmermann (2) 
bestatigt. 





Abb. 4. Hafer, Aufnahme am 18. Juni 1934. 


Dd. Versuch mit Sommerriibsen, Handelssaat. 


Zu diesem Versuch fand ein Bodengemisch von zwei Drittel Lehm und 
ein Drittel Sand Verwendung. Das Hormonkristallisat wurde am 8. Mai 
gegeben. Wachstumsbeobachtungen: 

25. Mai: Bei der in voller Bliite stehenden Frucht trat die Bliite bei 
Volldiingung 3 Tage spater ein als bet den iibrigen Diingungsarten. Neben 
der zeitlichen Verschiebung der Bliitezeit ist der wesentlich bessere Bliiten- 
ansatz bei den Ph.- und Na-Diingungsarten hervorzuheben. Von den 
Ph.-Diingungsarten stehen 5 Ph. und 10 Ph. einander praktisch gleich. Von 
den Na-Diingungsarten ist 5 Na etwas schwacher als 10 Na. 

Juni: Gleicher Stand. 








e 
16 15 14 13 
= ' 


Abb. 5. Sommerriibsen, Anfnahme am 11. Juni 1934 
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K. Scharrer u. W. Schropp: 


Die Ernteergebnisse sind in Tabelle VILL zusammengestellt. Dir 
Mehrertrage an Kornern, die nur bei 10 Na erhalten wurden, sind fehler 
kritisch nicht gesichert. In der Wirkung auf den Strohertrag waren 
5 Ph. und 10 Na am besten: diese Unterschiede sind fehlerkritisch ge- 
sichert. 

6. Versuch mit Ackerbohnen, kleine Weihenstephaner, 
Hierzu tand ein Bodengemisch von zwei Drittel Lehm und ein Drittel 


Sand Verwendung. Das Hormon wurde am 8. Mai gegeben. Wachstums 


beobachtungen : 


Abb. 6. Ackerbohnen, Aufnahme am 11. Juni 1934. 


25. Mai: Die Unterschiede sind hier noch nicht so deutlich wie bei den 
Getreideversuchen. Volldiingung ist gegenitiber 5 Ph. etwas zuriick. 10 Ph. 
ist noch nicht so gut wie 5 Ph. 10 Na ist um geringes besser als 5 Na und in 
der Wirkung den Ph.-Diingungsarten gleichzusetzen. 

23. Juni: Unterschiede etwas verstarkt, sonst unverandert. 

Ernteergebnisse in Tabelle IX. Wahrend bei den iibrigen Ver 
suchen die Tendenz festzustellen war, das das Hormonkristallisat als 
Na-Phenolat besser wirkt als das Hormonkristallisat phenolisch, mub 


hier das Entgegengesetzte festgestellt werden. Die Ertragssteigerung 


durch 5 und besonders 10 Ph. war auBerordentlich beachtlich und fehler- 
kritisch vollkommen gesichert. Demnach haben 5 Ph. den Kornertrag 
um 24°,,. 10 Ph. um fast 39°, gegentiber Volldiingung erhéht. Durch 
5) Na wurde der Kornertrag um 12°, und durch 10 Na der Kornertrag 
nur mehr um 5°, gesteigert. Die beiden Unterschiede sind zudem nicht 
fehlerkritisch gesichert. Der Strohertrag wurde durch die Hormon- 
zugaben in keinem Falle erhéht. Demzufolge ist auch das Korn-Stroh- 
verhaltnis bei den Diingungsarten mit Hormonzugabe auberordentlich 





Wirkung von Follikelhormon-Kristallisaten auf das Wachstum usw. 325 
gunstig und wesentlich héher. Das 1000-Korngewicht wurde nun 
merkwiirdigerweise durch 5 Na bedeutend besser beeinfluBt als durch 5 Ph. 
oder 10 Ph. Das 1000-Korngewicht bei 10 Na ist niedriger als bei 
Volldiingung. 

7. Versuch mit Sojabohnen. Handelssaat. 

Zu diesem Versuch wurde ein Bodengemisch von zwei Drittel Lehm und 
ein Drittel Sand verwendet. Das Hormonpraparat wurde am &. Mai ver- 
abreicht. Wachstumsbeobachtungen : 

25. Mai: Bei der noch maBig entwickelten Frucht ist zwischen Voll- 


dingung und den Ph.-Diingungsarten noch kein Unterschied feststellbar. 





Abb. 7. Sojabohne, Aufnahme am 11. Juni 1934. 


18. Juni: Unterschiede unverandert, hervorzuheben ist der gute Stand 
von 10 Na. 

23. Juni: Besonders deutlich ist das gute Wachstum bei 5 und 10 Na. 

2. Juli: Unverandert, hervorzuheben ist, daB 10 Ph. etwas aufgeholt hat, 

11. Juli: Volldiingung 10 Ph. hat etwas aufgeholt und Kontrolle 
erreicht. 5 Na steht etwas besser als 5 Ph. Bester Stand bei 10 Na. 

18. Juli: 5 Na und 10 Na sind den anderen Reihen sichtlich im Héhen- 
wachstum voraus und zeigen dunklere Farbe der Blatter als die gelblich- 
griinen der iibrigen. 10 Ph. ist im Héhenwachstum etwas hinter 5 Ph. 


zuriick. 


Ernteergebnisse in Tabelle X. Im Gegensatz zu den Wachstums- 
beobachtungen, bei welchen dem Stande nach 10 Na am besten schien, 
war in der Wirkung auf den Kornertrag das anfanglich sehr zuriick- 
bleibende 5 Ph. am besten. Dann folgt 5 Na, hierauf 10 Na und dann 
10 Ph. Die Unterschiede in den Ertragen sind teilweise gering und fehler- 


kritisch nicht gesichert. Durch die Zugabe von Hormon wurde bei den 
Strohertragen in keinem Falle eine giinstige Einwirkung hervorgerufen. 
Das Korn-Strohverhaltnis war bei den Diingungsarten mit Hormon 
meist deutlich besser als bei Volldiingung. Das 1000-Korngewicht wurde 
durch samtliche Hormonzugaben in teilweise beachtlichem Mabe erhéht. 
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Scharrer u. W. Schropp: 


8S. Versuch mit Zuckerriiben, Kleinwanzlebener E 


Dieser Versuch wurde auf einem Bodengemisc}; 
von zwei Drittel Lehm und einem Drittel Sand 
durchgefiihrt. Die erste Hormongabe wurde am 
24. Mai, die zweite am 29. Juni verabreicht 
Wachstumsbeobachtungen: 

25. Mai: GleichmaBige Entwicklung, Unter 
schiede nicht feststellbar. 

18. Juni: Bei dem sehr gut entwickelten Ver- 
such schemt nunmehr Volldiingung etwas zuriick- 
mubleiben. Die Pflanzen in 10 Ph., besonders 
aber in 10 Na, sind deutlich kraftiger und fallen 
durch ihre tippige Blattentwicklung auf. 

23. Juni: Ohne Anderung. 2. Juli: Ohne 
Anderung. 11. Juli: Unverandert. 

Da bei diesen Versuchen eine groBe Anzahl! 
von GefaBen je Diingungsart notwendig ist, wurde 
nur die Wirkung von 10 Ph. und 10 Na gepriift. 
Beide Hormonzugaben haben auf die Trocken 
masse der Riiben giinstig gewirkt (Tabelle XI). 
Der Untersechied zwischen 10 Ph. und Volldiin 
gung liegt jedoch noch tnerhalb der Fehler- 
grenzen. Bei den Riiben mit 10 Na fallt vor allem 
der hohe prozentuale Trockensubstanzgehalt auf. 
Der Ertrag an Blattern wurde durch keine Hor 
mongabe giinstig beeinfluBt, er ist im Gegenteil 
bei 10 Na wesentlich niedriger als bei Volldiingung. 
Entsprechend der giinstigen Wirkung auf den 
Riibenertrag wurde das Riiben-Blattverhaltnis 
deutlich zugunsten des Riibenertrags beeinfluBbt. 
Der prozentuale Zuckergehalt ist bei 10 Ph. nie 
driger als bei LONa, die aut das Frischgewicht 
berechnete Zuckermenge war jedoch bei 10 Ph. 
deutlich héher als bei 10 Na und auch als bei Voll- 
diingung. 

In Tabelle XII sind die Ergebnisse der 
Reaktionsmessungen bei den samtlichen Ver- 
suchen nach AbschluB der Versuche zusammen- 
gestellt. 

D. Zusammenfassung. 

1. Mit zwei verschiedenen Verbindungs- 
formen (phenolisch und Natriumsalz) eines 
Follikelhormon-Kristallisats, das zwar nicht 
vollstandig von den natiirlichen Begleitern des 
Follikelhormons (Equilin und Hippulin), woh! 
aber vom Phytohormon Auxin befreit worden 
war, wurden GefiBvegetationsversuche mit 
Weizen, Roggen, Gerste, Hafer, Riibsen, 





Wirkung von Follikelhormon-Kristallisaten auf das Wachstum usw. 


labelle NIL. Ergebnisse der Reaktionsbestimmungen der Boden 


bei den Hormonversuchen 1934 (20. September). 





Sommer- Acker- Soja- Zucker 


Diingungsart Weizen Roggen Gerste Hafer riibsen bohnen | bohnen riiben 


Al 6,55 4! 5,95 7,20 6.13 6,91 
O9 6.45 % 5,96 7,09 6,01 
138 6,27 3: 5,70 7,09 6,03 6.91 
,24 6,04 f 5,95 6,69 6.07 
3 6,15 5S 6,50 6,25 6,75 


Ackerbohnen, Sojabohnen und Zuckerriiben auf verschiedenen Ge- 
mischen natirlicher B6den mit steigenden Gaben (500 und LOOO Sche- 
ringsche ME.) durchgefiihrt. 

2. Bei Sommerweizen wurden durch die Hormongaben fast durch- 
weg fehlerkritisch gesicherte Ertragssteigerungen im Korn- und Stroh- 
ertrag erzielt, wobei die Natriumsalze den Phenolen iiberlegen waren. 

3. Beim Sommerroggen wurden nur durch LOOO ME. als Natrium- 
salz fehlerkritisch gesicherte Mehrertrige im Korn- und Strohertrag 
erhalten; alle anderen Ergebnisse lagen innerhalb der Fehlergrenzen. 

4. Bei der Sommergerste wurden im Kornertrag fehlerkritisch 
gesicherte Mehrertrage bloB mit 1000 ME. als Natriumsalz festgestellt. 
Die Wirkung auf den Strohertrag war besser als auf den Kornertrag und 
fast durchweg fehlerkritisch gesichert. 

5. Wie schon in friiheren Wasserkulturversuchen mit technischem 
Progynon, wurden bei Hafer auch bei den GefaBversuchen mit Hormon- 
kristallisat keine positiven Ergebnisse erhalten. 

6. Bei den vier Hauptgetreidearten ist somit die Hormonwirkung 
ungefahr durch folgende fallende Reihe wiederzugeben: Weizen 

toggen >> Gerste —- Hafer. 

7. Bei Sommerriibsen wurden durch die Hormongaben keine fehler- 
kritisch gesicherten Mehrertrage im Kornertrag erzielt; lediglich im 
Strohertrag wurden teilweise geringe, jedoch fehlerkritisch gesicherte 
Ertragserhéhungen festgestellt. Der Bliitenansatz war bei den Pflanzen 
mit Hormongaben besser als bei den Kontrollpflanzen, die um drei Tage 
spater bliihten als jene. 

8. Sehr betrachtlich wurden die Kornertrage bei den Ackerbohnen 
durch die Hormonzugaben erhéht, wobei die phenolischen Hormone 
besser als die Natriumsalze wirkten und die Ergebnisse fehlerkritisch ge- 


sichert waren. Durch 500 ME. (phenolisch) betrug die Ertragssteigerung 
24°, gegeniiber Kontrolle, durch 1000 ME. (phenolisch) 39°,. In den 
Strohertragen waren jedoch Minderertrage gegeniiber Kontrolle zu 


beobachten. 
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9. Bei Sojabohnen bewirkten die Hormongaben im Kornertrag nicht 
gesicherte Mehrertrage, die Strohertrage wurden nicht giinstig beeinfluBt 

10. Bei den Zuckerriiben war durch die Hormongabe von L000 ME 
als Natriumsalz ein fehlerkritisch gesicherter Mehrertrag von 14°, im 
Riibenertrag festzustellen, der sich jedoch weder auf den Blattertrag 
noch auf die absolute Zuckermenge erstreckte. Erheblich wurde jedoch 
dadureh der Trockensubstanzgehalt erhoht. 

11. Bei samtlichen der durchgefiihrten Versuche fallt auf, daB die 
wahrend der Entwicklung beobachtete, teilweise sehr starke Forderung 
des Jugendwachstums mit der Auswirkung auf die Ertrage nicht Hand 
in Hand geht. Worauf dies zuriickzufiihren ist, miissen weitere, von uns 
bereits teilweise in Angriff genommene Versuche zeigen. 
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Beitrige zur physiologisch-chemischen Wirkungsweise 
yon Moorextrakten (Huminstoffen) nach peroraler bzw. intra- 
venéser Belastung. 

Von 
Rudolf Sehmid. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Laboratorium der Klinik und Poliklinik 


fiir Haut- und Geschlechtskrankheiten der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 7. August 1935.) 


Die verschiedentlichen Erkenntnisse beziiglich der Pharmako- 
dynamik von Moorstoffen, insbesondere hinsichtlich der darin enthaltenen 
Huminstoffe, resultierten hauptsachlich aus ihrer Anwendung in Form 
von Moorbadern und -Packungen oder in Form von salbeninkorporierten 
Moorextrakten ohne genaue Kenntnis der Zusammensetzung, geschweige 
denn einer ausreichenden chemischen Definition dieser Stoffe. 

Die Warmeeigenschaften [H. Schade und W. W. Haagen (1)], die sehr 
erhebliche Adsorptions- und Reduktionswirkung[H. Schade und H. Kahler (2)), 
ferner die adstringierende Wirkung auf Gewebe |. Kobert und Lisa 
Triller (3)], sowie die umfangreichen Untersuchungen beziiglich der Ver 
inderung des Koérpergewichts, der Wasserstoffionenkonzentration und des 
Chlorgehalts in Blut und Harn nach Moorbadern, sowie der Warmestrahlung 
der Haut [Salzmann und S.W. Souci (4), Boehm und S. W. Souci (5)], und 
nicht zuletzt die resorptionsbeschleunigende Wirkung der Huminstoffe 
[H. Schade und W.W. Haagen (6)] auf Grund ihrer schutzkolloiden Eigen- 
schaften zur L6sungsf6rderung von wasserschwerléslichen Stoffen, wie z. B. 
Salicylsiure [C. .Joncorps (7)], haben als therapeutische Faktoren an 
Bedeutung gewonnen. 

Ungeachtet einer genauen Kenntnis der Zusammensetzung der- 
artiger Moorextrakte deren Vertraglichkeit und physiologische Wirkungs- 
weise auf das Stoffwechselgeschehen nach peroraler bzw. intravenoser 
Belastung zu studieren, erscheint daher ebenso gerechtfertigt. 


Perorale Belastungsversuche an Kaninchen. 


Zuniachst stellten wir mit je zwei Kaninchen Fiitterungsversuche mit 
Huminpulver an': Die Tiere wurden in besonderen Stotfwechselkaéfigen 
gehalten, mit deren Hilfe Kot und Urin isoliert untersucht werden konnten. 
Als Futter wurde ein Hafer-Maisgemisch 1: 1 verabreicht, das vorher mit 
Wasser angefeuchtet auf 100g Kost mit 10g Huminpulver gut durch- 
gemischt und getrocknet wurde. Das Futter wird von den Tieren gern und 
volistandig gefressen und ausgezeichnet vertragen. 


' Zur Verwendung gelangte ein Huminpraparat, das von der Firma 
Huminchemie, Miinchen, durch besondere Extraktionen aus Torfmooren 
gewonnen wird. 
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R. Schmid: 


Bei allen Tieren zeigte der Kot deutliche Schwarzverfarbung und e 
konnte in Zusammenarbeit mit Herrn Priv.-Doz. Dr. Zeile von der Techni 
schen Hochschule Miinchen auf spektrometrischem Wege der gréBere Antei 
der zugefiihrten Huminstoffe wieder nachgewiesen werden. In den nac! 
Totung der ersten beiden Tiere mit Phosphatpuffer, py 8,2, extra 
hierten Organen, wie Milz, Leber und Niere, konnten Huminstoffe nicht 
festgestellt werden. Im Magen und Darminhalt dagegen waren Humin 


stoffe nachzuweisen. Eine fiir das Huminpraparat charakteristisch 


Nachweisreaktion mit Hilfe der Analysenquarzlampe auf Filtrierpapier 
streifen im Urin dieser Tiere aufzustellen, miBlang. Aus je einer Urin 
portion von 3 Tagen von anderen zwei Kaninchen konnten mit Hilfe de: 
spaiter beschriebenen Fallungsmethode fiir 


Tier Nr. 3 (einmal taglich 30g Kost) . . . . . 112,6mg 
» os 4 (zweimal _ ,, 30 g BE diy’ tk ge ligt ee a 


an huminartigen Stoffen dargestellt werden. Gewichtskontrollen zeigten bei 
den Versuchstieren teilweise Abnahmen. 


Perorale Belastungsversuche beim Menschen. 


Da die Harnausscheidung beim Kaninchen bekanntlich sehr unregel- 
maBig vor sich geht, zogen wir es vor, weitere perorale Belastungsversuche 
beim Menschen anzustellen. Zunaichst konnte im Eigenversuch mit er 
wihnter Methode aus der Tagesharnmenge tiber 200 mg an huminartigen 
Stoffen normalerweise festgestellt werden. Bei einem mit Hucomin, 
dreimal zwei Tabletten taglich, 1 Woche lang belasteten Patienten zeigten 
sich ansteigende Mengen von huminartigen Stoffen im Urin: 

Erster Tag: 215,8 mg, dritter Tag: 247,1 mg, fiinfter Tag: 260,0 mg. 
Fiir eine vermehrte Ausscheidung von huminartigen Stoffen infolge des 
zugefiihrten Huminpraiparats waren jedoch auch diese Versuche nicht 
beweiskraftig genug. Wie aus der Literatur langst bekannt ist [L. v. Udran- 
szky (8), K.A.H. Mérner (9), Heller (10)], lassen sich aus Normalharn 
praformiert vorhandene huminartige Stoffe in obigen Mengen ebenfalls 
abscheiden. Um demnach eine eventuelle Vermehrung an huminartigen 
Stoffen im menschlichen Harn nach peroraler Belastung mit Huminpulver 
festzustellen, muBte erst eine einwandfreie Methode zur Isolierung dieser 
Stoffe im Urin, sowie deren normale Ausscheidungsbilanz, festgelegt werden. 
Versuche am Normalurin lieBen folgende Ausfallungsmethode am geeignetsten 
erscheinen: 


Von der sorgfaltig gesammelten taglichen Harnmenge der Patienten 
wurden je 100cem mit 15°, HCl (d 1,19) im Erlenmeyer-Kolben etwa 
2 Stunden auf der elektrischen Heizplatte erwairmt und sodann bis zur 
vollstandigen Abkiihlung stehengelassen. Die Salzsiure wurde mit konzen- 
trierter Natronlauge vorsichtig gegen Lackmus (Tiipfelmethode) bis zur 
schwach sauren Reaktion von py 5,9 abgestumpft. Diese H-lonenkonzen- 
tration erscheint fiir die maximale Ausbeute am geeignetsten, und liefert 
groBflockige. braune Niederschlige mit huminartigen Eigenschaften. Das 
Filtrat ist hellgelb und bleibt unberiicksichtigt. Dieser Niederschlag wird 
vom Filter in 15°, angewarmtem Ammoniak in Lésung gebracht, filtriert, 
drei- bis viermal mit ammoniakhaltigem Wasser ausgewaschen, und dann mit 
HCl (d 1,19) wie oben wieder vorsichtig ausgefallt. Die erhaltenen Nieder- 
schlige werden in Filtertiegeln quantitativ abgenutscht, bei gleicher Tem- 
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veratur (100°) getrocknet und gewogen. Mit Hilfe dieser, unter gleichen 
| 


Kautelen angewendeten Methode konnten die im Blindversuch zugesetzten 
Mengen des genannten Huminpulvers annihernd wieder gefunden werden. 

Aus nachfolgenden Tabellen sind die Tagesharnmengen und die durch- 
schnittlichen Tagesausscheidungen an huminartigen Stoffen beim Menschen 
vor und nach Belastung mit | g Huminpulver taglich ersichtlich. 


Tabelle I. Ausscheidungsbilanz vor Belastung. 





Datum Huminartige Stoffe Datum Huminartige Stotte 
Urinmenge Urinmengé 
1935 mg 1935 mg 
26. II. 295,5 1800 1. III. 323,5 960 
of. EL. 271,5 1600 4. III. 354,0 L180 
28. IL. 338,2 1160 5. HII. 314,0 1650 


Mittlere Tagesausscheidung: 314,5mg mit + 9,03 mg Streuung. 


Tabelle I]. Ausscheidungsbilanz nach peroraler Belastung mit 


1g Huminpulver in drei Portionen auf Oblaten taglich. 





Datum Huminartige Stoffe a Datum Huminartige Stoffe 4 
Urinmenge Urinmenge 


1935 mg 1935 mg 
13. III. 282.5 1590 18. III. 338,1 800 
14. III. 246,7 990 19. IIL. 411,5 1500 
15. ITT. 499.6 1600 21. TLL. 535,1 1300 
16. IL. 442.0 850 
Mittlere Tagesausscheidung: 393,4 mg mit + 61,7 mg Streuung. Die durch- 
schnittliche Vermehrung der ausgeschiedenen huminartigen Stoffe war 
demnach 78,9 mg 25,18 %. 





Tabelle II]. Ausscheidungsbilanz eines anderen Patienten vor 


der Belastung. 





Datum Huminartige Stofte ‘ Datum Huminartige Stoffe 
Urinmenge i; 
1935 mg 1935 mg 


Urinmenge 


10. TIT. 258.5 1100 15. ITI. 249.5 1250 
13. III. 248.5 990 16. III. 198.5 900 
14. III. 217,0 1000 17. III. 269,5 1000 


Mittlere Tagesausscheidung: 240,25 mg mit 21,6 mg Streuung. 


r 


Tabelle IV. Ausscheidungsbilanz nach peroraler Zufuhr von lg 


Huminpulver tiglich in zwei Portionen auf Oblaten. 





Datum Huminartige Stoftfe : Datum Huminartige Stotfe 
Urinmenge a 
1935 mg 1935 mg 


Urinmenge 


23. IIT. 505.5 1250 29. III. 360,2 1280 
26. HII. 326.0 1400 30. IIT. 210,5 960 
(mila 211.5 1400 t. TY. 374.5 980 

28. III. 491.5 1200 
Mittlere Tagessausscheidung: 339,0 mg mit + 77,8 mg Streuung. 
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R. Schmid. 





Daraus ergibt sich eine Ausscheidungsvermehrung an huminartige: 
Stoffen von 98,75 mg 41,10°,, die durch die Zufuhr des Huminpulve1 
verursacht sein diirfte. Es kann hieraus geschlossen werden, da ein geringe: 
Teil der Huminstoffe im Korper resorbiert wurde und im Harn wieder zin 
Ausscheidung gelangte. Die Hauptmenge des Huminpulvers verlaBt vei 
mutlich den Kérper jedoch durch den Darm, wie in ahnlicher Weise unte: 
Vorbehalt bei den Kaninchenversuchen bewiesen werden konnte. Gewichts 
kontrolle der Versuchspersonen, sowie das spezifische Gewicht der Harn 
proben zeigte keine wesentliche Veranderung. 

Von den laufenden Untersuchungen des Blutes nach peroraler Zufuhi 
beim Menschen soll kurz mitgeteilt werden, daB der Gesamtstickstof! 
erheblich ansteigt, wahrend der Reststickstoff etwas sinkt. Auch 
hinsichtlich des Gehalts an Kochsalz und Gesamtfettsauren, sowi 
Sterinen scheinen sich Veranderungen zu ergeben. Diese Blutbefunde 
hedirfen noch weiterer Bestatigungen. 

Hinsichtlich der Blutuntersuchungen nach intravendser Zufuhr von 
Huminstoffen in Form des genannten Praparates bei Kaninchen muB diese 
Mitteilung vorerst darauf beschrankt bleiben, da8 steril hergestellte L6sungen 
genannten Huminpulvers in Wasser oder in Phosphatpuffer nach Sérensen 
PH 8,2 bis inklusive 1°, sehr stark toxisch wirken. Von neun Kaninchen 
waren sieben innerhalb 1 bis 6 Stunden tot. Die Sektionsbefunde ergaben 
histologisch in der Milz starkere und in der Leber schwachere Humin 
stapelung. Erst Konzentrationen unter 1°) werden von Kaninchen ver 
tragen. 

Zusammenfassung. 

1. Peroral zugefiihrte Huminstoffe! werden ohne nachweisbare 
Organschadigungen vertragen und ein geringer Teil davon resorbiert. 

2. Sie verursachen dadurch eine erhéhte Ausscheidungsbilanz der 
im Harn normalerweise priformiert vorkommenden huminartigen Stoffe 

3. Intravenés zugefiihrte Huminstoffe in genannter Form wirken 
in steril hergestellten wasserigen Lésungen bis inklusive 1°, tédlich auf 
Kaninchen. Geringere Konzentrationen werden von Kaninchen ver- 
tragen. 
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‘ In Form des Huminpraparats der Firma Huminchemie, Miinchen. 
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Uber die optische Aktivitat des Globinhimochromogens und des 
in n/4 Natronlauge gelésten Himoglobins (Globin + Hiamatin) 
vom Pferde, mit besonderer Beriicksichtigung ihres Schwefel- 

gehalts. 

Von 
Stefan Simonovits und Georg Balassa. 

(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 

sudapest.) 


(Eingegangen am 9. August 1935.) 


Obwohl schon aus den Untersuchungen von Bertin-Sans und 
de Moitessier!, R. von Zeynek?, BE. Kalmus® wnd Fontes Georges * hervor- 
ging, daf$ das Hamatin nur in der Gegenwart von EiwgiBkérpern, Amino- 
sauren, Ammoniak, Pvyridin usw. zu Hamochromogen teduziert wird, 
wurde lange die reduzierte Farbstoffkomponente des Hamoglobins, also 
das reduzierte Himatin, als Himochromogen angesehen. Erst nach den 
ausfiihrlichen Untersuchungen von Anson und Mirsky? wurde allgemein 
anerkannt, daB das Hamochromogen eine Molekilverbindung zwischen 
dem eigentlichen Farbstoff und dem Globin bzw. den N-haltigen 
Basen. ist. 

Nachdem in einer vorangehenden Arbeit ® iiber die optische Aktivitat 
des Hamoglobins und einiger Hamoglobinderivate berichtet wurde, 
schien es uns von Interesse zu sein, diese Untersuchungen sowohl an 
durch n 4+ Natronlauge gespaltenen Lésungen von Hamoglobin, also an 
Globin + Hamatin, wie auch nach vorgenommener Reduktion an 
Globinhimochromogen auszufiihren. Im folgenden wird iiber unsere 


diesbeziiglichen Untersuchungen berichtet. 


0.16 °,ige Lésungen aus einmal kristallisiertem Hiimoglobin. 

Es sei vorausgeschickt, daB alle Bestimmungen mittels eines Lippich- 
schen Halbschattenapparats mit zweiteiligem Gesichtsfeld  ausgefiihrt 
wurden. Als Lichtquelle diente eine Nernst-Lampe, als Lichtfilter bei der 
Hamatin Globinlésung eine Glasplatte von Schott und Gen. mn Jena 
mit der Bezeichnung ,,20,702 RG. 2**, bei Globinhimochromogenlésung bei 
Wellenlange 653m dieselbe Platte, bei Wellenlinge 676m die Platte 
.2,702 RG. 5°. Die Bestimmung des optischen Schwerpunktes wurde mit 
einer Rohrzuckerl6sung von bekannter Konzentration durchgeftihrt. Die 
Einzelheiten der Versuchseinrichtung sind den vorangegangenen Arbeiten ? 
zu entnehmen. 


' C.r. Acad. Sci. 114, 923, 1892. — ? Zeitschr. f. physiol. Chem. 25, 
492, 1898. 3 Ebenda 70, 217, 1910. * Arch. des malad. des reins. 1, 211, 
1922. 5 J. of gen. Physiol. 12, 273, 1928. ® Diese Zeitschr. 281, 186, 1935. 


7 Diese Zeitschr. 233, 449, 1931; 281, 186, 1935. 
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Die als Ausgangsmaterial dienenden Oxyhaimoglobinlésungen, mit 
denen die schon oben erwahnten Untersuchungen ausgefiihrt wurden, ver 
diinnten wir mit */,n Natronlauge und destilliertem Wasser auf das Sechs- 
fache, so daB die Endkonzentration der L6sungen in bezug auf Natronlauge 
n/4, in bezug auf Haimoglobin etwa 0,16°, wurde. Die so entstandenen 
Lésungen blieben | bzw. 24 Stunden lang bei Zimmertemperatur stehen 
und wurden zuerst ohne Reduktion, dann aber nach einer in der Beobachtungs 
rohre vorgenommenen Reduktion polarisiert. Um eine vollkommene Re 
duktion zuerreichen, warteten wir nach Zugabe von Na, 8, O,, bei é6fterem Um 
schiitteln der Rohren |, Stunde lang und polarisierten dann die kirschroten 
Losungen, an denen das Auftreten des Hamochromogenspektrums mit 
Hilfe eines Handspektroskops kontrolliert wurde. 


Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle | zusammengestellt. 
Die Praparate sind nach ihrem Schwefelgehalt, die einzelnen Lésungen 
nach ihren Konzentrationen geordnet. 

Aus der Tabelle I ist zu ersehen, daB sowohl die Globin + Hdmatin- 
losungen, als auch die Globinhimochromogenlésungen die Ebene des polari- 
sierten Lichtes nach links drehen. Die spezifische Drehung des in n/4 


Natronlauge gelésten Globin + Hamatins betragt im Mittel: [«}*. 
ge g : 1672 
45,78, die des Globinhamochromogens  [z]=-. 48.29 bzw. 

S Hdo5 
[a]e76 45,2". Die Spaltung des Hamoglobins, das in n/4 Lauge 


gelést ist, geht schnell vor sich. Die Lésungen drehen binnen einiger 
Minuten die Ebene des polarisierten Lichtes nach links, und nach ein- 
stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur nehmen sie schon Werte an, 
die nur einige Prozente niedriger liegen, als nach 24stiindigem Stehen- 
lassen. Diese Zunahme des spezifischen Drehungsvermégens ist nicht als 
eine Funktion der Rotationsdispersion aufzufassen, da sich der optische 
Schwerpunkt der durchgelassenen Strahlen von der ersten Stunde bis zu 
der 24. nicht veranderte. Die Globinhamochromogenlésungen, die 
nach 24stiindiger Aufbewahrung polarisiert wurden, reduzierten wir in 
einigen Fallen | Stunde nach der Lésung des Hamoglobins, und dann 
haben wir sie luftdicht 24 Stunden lang in der Beobachtungsréhre auf- 
bewahrt, in Parallelversuchen aber reduzierten wir die Lésungen aus 
demselben Praparat nur '/, Stunde vor der Polarisation. Die so er- 
haltenen Werte stimmten miteinander gut iiberein. AuBerdem folgt aus 
der Tabelle, daB die spezifische Drehung der Praparate mit 0,43°, 
Schwefelgehalt kleiner ist, als die der Praparate mit 0,49°, Schwefel. Es 
ist aber kein groBbes Gewicht auf diese Differenzen zu legen, da die 
Bestimmungen mit recht groBen Versuchsfehlern verkniipft sind. 
(Abgelesene Winkel bei Globin + Hamatinlésungen von 0,048 bis 0,159° 
bei den Globinhimochromogenlésungen von 0,117 bis 0,276°.) Die 
Tabelle | zeigt noch, daB die spezifische Drehung des Globinhamo- 
chromogens mit Zunahme der Wellenlange abnimmt. Sie weist also eine 
normale Rotationsdispersion auf. 

Durch einige Versuche konnten wir uns davon iiberzeugen, dab 
Hamatin und Ammoniakhamochromogen in Konzentrationen, in welchen 
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labelle I. Globin 


Die Globin 
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om 


Hamatin- 


Pferd in n/4 Natronl 


Hamatinl6sungen im 1-dm-, 


losungen im 2-dm Rohr polarisiert. 
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auge gelost. 


die Globinbamochromogen- 
Temperatur: 20 


1 C. 
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und Globinhamochromogenlésungen 





ec & 
Pripa- Nes 
rat EOF 
wee 

Nr. ‘ 
VI 0,276 
0.2( a) 
0,204 
VII 0,178 
0,175 


0,163 


XII 0,143 
0,142 
0.139 
0.143 
0,142 
0,139 
XIII (0,166 
0,159 
0,157 
0,166 
0.159 
0,157 
Mittelwert: 


VIII 9,183 
0,178 
0,169 

X | 0,175 
0,171 
0.165 
0175 
0.171 
0,165 

XI 0,178 
0,172 
0,168 
0,178 
0,172 
0,168 

XVI 0,155 
0,150 
0,145 


Mittelwert: 


Gesamtmittel: 


: i Globinh&moc 
672+3ma r) 653 > 2 mua 
45 6) 50.0 
49.7! — 48.1 46,6’ — 48,7' 
49, oj 49.5 
- 43,3) 54.3 
36.8 — 40.4 534 6.3 
41,1} 61,2 
33,6) —_ 33,6 
39,4'— 373 37,8! — 362 
38.8] 37.8] 
28,7 41,9) 
35,2! — 33,3 34,53 — 38,1 
35.9] 37,8| 
- 42,1) — 44,1) gag 
417'—434 436) — 438 
46 5| 
41,5) 59,8) 
39.9 43,5 46.4 47.3 
49.0! 44.6} 
aan hy F° 47,6° 
54,1 | 0,8 
51,7 52.8 51.1 48,8 
52.7] 44.4] 
38.9) 46,3 
36.8! — 38.0 491 | — 48,0 
38,2 48,5 
00,9 47,7) 
52.6' — 51.7 | __ 50,4 
51.5} 53.01 
41,3) a 46,9) 
32,0; — 37,3 45,3) — 44,6 
38,7 41,7 
46.1 49.4) 
48,8! — 47,9 42,7' — 46,5 
48,5 47,3) 
47,7) - 48.1 | 
48.0' — 47,7 51,6! 49.3 
47,4 48.3) 
— 50,0° 48.8 ° 
45,7° — 482° 


Spezifische Drehung 


* Die Einzelbestimmungen sind aus der vorangehe 





thromogen 


A=676+4mu 
52, | 
44.5 53,9! 
64,8] 
25.2 
25,7 26,2 
27,7) 
6,Y 
29.6' — 34.0 
35.6) 
46,3) 9 F 
40.8} 43,9 
44.8) , 
44.4; — 446 
44,2" 
50,5} 
47.5 48.3 
47.0| 
— 41,1 | 
31.0 38,8 
me 
= 46.9 
50,01 
34. | 
37,2 36.2 
36.9| 
— 42.7 4 
43.9 * _ 43.7 
44.6) 
46.3 ' 
45,2° 
nden Arbe 


Schwefel- 
gehalt 
Mittelwerte 


0.42 


0,43 


0,42 


0.435 


0.50 


0.48 


0,49 


t zu entnehmer 
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sie wegen ihrer starken Lichtabsorption polarisierbar sind, auf die Ebene 
des polarisierten Lichtes keinen merkbaren EinfluB ausiiben. So sind die 
oben ermittelten Drehungen durch die Globinkomponente des Hamo- 
globins erzeugt, deren spezifische Drehung in rotem Licht nur von 
Gamgee und Hill! bestimmt wurde. Der von ihnen erhaltene Wert: 
[a |, 54,2 steht in befriedigender Ubereinstimmung mit den von 
uns unter anderen Versuchsbedingungen erhaltenen Werten. 


Interpoliert man die spezifischen Drehungen des Globins + Hama- 
tins nach der Wellenlange, bei denen die Bestimmungen durchgefiihrt 
wurden, zwischen die des Hamochromogens, so zeigt sich, daB die 
Lésungen vor der Reduktion und auch nach der Reduktion identische 
Werte aufweisen. Das Konstantbleiben des spezifischen Drehungs- 
vermogens gestattet vielleicht einen Einblick in die chemische Kon- 
stitution des Globinhamochromogens. Nach den VorsteJlungen von 
Anson und Mirsky (|. c¢.) besteht das Globinhimochromogen aus redu- 
ziertem Hamatin und denaturiertem Globin: die Art der Koppelung 
ist unbekannt. Sie nehmen an, daB die an der Oberfliche des Globins 
befindlichen N-haltigen Basen um den Besitz des Hamatins kampfen 
Auf Grund dieser Annahme ware zu erwarten, dab die durch die 
Reduktion hervorgerufene Koppelung des Globins mit Hamatin auch die 
spezifische Drehung verandern wird. Da aber die spezifische Drehung 
bei Globin + Hamatin- und Globinhamochromogenlésungen identische 
Werte aufweist, besteht die Méglichkeit, daB an dem Aufbau des Globin- 
haimochromogens nicht das ganze Globinmolekiil, sondern nur die durch 
Natronlauge abgespaltenen N-haltigen Basen des Globins teilnehmen. 

Fiir die Wahrscheinlichkeit dieser Annahme = sprechen die von 
H. Waelsch* ausgefiihrten Versuche. Aus seinen Untersuchungen geht 
namlich hervor, ,,daB8 bei vorsichtiger Laugenspaltung des Blutfarbstoffs 
die prosthetische Gruppe mit Aminosaéuren erhalten wird, das heiBt, daB bei 
der Hydrolyse des Blutfarbstoffs durch Lauge der Globinkomplex friiher 
zerlegt, als seine Bindung mit der prothetischen Gruppe angegriffen wird™. 
Andrerseits wissen wir aus den Untersuchungen von Jaitschnikow*, dab 
Proteine in verdiinnten Laugen gelést, auch bei niedrigeren Temperaturen 
hydrolytisch gespaltet werden. Da bei der ,,Denaturierung** des Globins, 
wie sie gewOhnlich durchgefiihrt wird, auch eine hydrolytische Spaltung vor 
sich geht, ist auch nach der von Anson und Mirsky entdeckten und von 
Holden und Freemann* bekraftigten Tatsache zu vermuten, daB— sich 
denaturiertes Globin mit einer weit gréBeren Menge reduzierten Hamatins zu 
verbinden vermag, als natives Globin. Anson und Mirsky fanden namlich, 
daB in Globinhimochromogen 1 Mol Globin (Molekulargewicht 16700) 
etwa 10 Mol Hamatin bindet. Die Richtigkeit dieser Hypothese soll durch 
weitere Untersuchungen entschieden werden. 

' Hofmeisters Beitr. 4, 1, 1904. * Zeitschr. f. physiol. Chem. 168, 
188, 1927. — ° Diese Zeitschr. 190, 114, 1927. — * Austr. J. exper. Biol. 
a. med. Sci. 6, 79, 1929. 
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Aktivitat des Globinhamochromogens usw. 


EinfluB der Umkristallisation. 


In der vorangegangenen Arbeit haben wir gezeigt, dab durch die 
Umkristallisation der optische Schwerpunkt der durchgelassenen 
Strahlen zunimmt, das spezifische Drehungsvermégen aber abnimmt. 
So schien es uns als wiinschenswert, ahnliche Versuche sowohl an 
Globin + Hamatin- als auch an Globinhamochromogenlésungen aus- 
zufiihren. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle II wieder- 
gegeben. 


Tabelle II. Einflu®B der Umkristallisation auf das spezifische 
Drehungsvermogen. 
Die Globin + Hamatinl€sungen in 1 dm, die Globinhamochromogenlésungen 
in 2dm langen Réhren polarisiert. Temperatur: 20 EG. 








Konzen- Globin + Hamatin Globinhimochromogen 


Pripa- Kri- tration der 


rat — Loésung Spezifische oe Spezifische — 
Nr. 0), Drehung pe Drehung pany 
XIV 2 0,157 — 45,0 | 672 — 52.9 | 652 
0,157 50,5 | — 49,8 59,5 51,5 
0,153 51.0 51.2 | 
3 0,197 — 50,7 | 674 46.5 | 652 
0,186 48.4 49.1 47,7 
0,161 48,3 | 48,8 | 
5 0,150 - 5.5 | 668 51.3 | 654 
0,145 41,5 | — 46,4 47,4 | — 48,6 
0,140 47,1 | 47,1 | 
XVI 1 0.155 47,7 | 669 51.6 652 
0,150 48.0 47.7 48.3 | 49.3 
0,145 47,4 | 48.1 | 
3 0.153 - 50.8 | 669 48,9 | 659 
0,142 46.5 49,8 49.7 59.3 
0.136 52.2 | 52,2 | 
5 0,146 508 665 — ase | 652 
0,144 412 | 49,0 46,2 49,0 
0.140 60.6 | 53,1 | 


Tabelle II zeigt, daB sowohl die spezifische Drehung der Globin 
Hiimatin- bzw. Globinhdmochromogenlésung n als auch der optische 
Schwerpunkt der durchgelassenen Strahlen durch Umkristallisieren nicht 
verdndert wird. Durch diese Versuche wird also die in den voran- 
gegangenen Arbeiten von uns angenommene Alkoholdenaturation des 
Globins widerlegt. 
Kinflu8 der Konzentration. 


Es ist bekannt, daB sich bei EiweiBkérpern oft mit Anderung det 
Konzentration auch die spezifische Drehung der Lésungen andert Wir 
konnten zwar keinen solehen EinfluB bei CO-Hamoglobinlésungen vom 
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Pferde nachweisen, doch schien es uns notwendig, diese Untersuchung 
auch an Globinhamochromogenlésungen derselben Tierart auszufiihre: 
Auf Grund der friiheren Angaben legten wir grobes Gewicht auf di 
Konstanterhaltung des optischen Schwerpunktes. Dies wurde dure) 
Kinhaltung derselben Versuchsbedingungen erzielt, nach denen di 
vorher mitgeteilten Untersuchungen durehgefiihrt wurden. Die k: 
gebnisse dieser Versuche sind der Tabelle II] zu entnehmen. 

In der Tabelle II] 
Tabelle ILL. Einflu8 der Konzentrationaut sind die spezifischen 
die spezifische Drehung des’ Globin- Drehungen nach abnch 

g 


hamochromogens. § ; 
mender Konzentratio: 








Erste Kristallisation. Temperatur: 20 ig i 
der Lésungen geordnet \\ 
oe Konzentration Eine Ubersicht der Ei 
Priiparat der Lésung Spezifische Drehung bni | ‘el In 
Nr. 0), gebnisse, die sich aut fe 
*™ . ER verschiedenste Konzen hs 
XVIII 0,918 — 46.8 e . 
0831 46.9 trationen beziehen, U 
re 2'q ; — 46,0 “ 
0.783 43.9 konnte nur erhalten di 
0.778 -o ‘ 
0% 46,2 werden, indem wir dit a 
AC y . , = 
0,459 ee Versuche nach Konzen 
0.415 51,5 472 cati j exe 
6.391 47.0 | (,4 trationstypen in wenigen a] 
| € ‘ 
0,389 42.9 Gruppen zusammen- ih 
0,229 — 48,6 | faBten und einen Mitte] | 
ares ve 
0,208 46.71 4eg wert aus den entspre f 
0,198 43.9 * nee nerifiee! i 
0195 48.6 chenden _— spezifischen yy 
Drehungen — berechnet « 
haben. Nach dieser Zusammenstellung scheint das optische Drehungs V 
| vermogen des Pferdehimochromogens von der Konzentration der Lésuny m 
| . : g 
unabhingig zu sein, 
Zusammenfassung. i, 
Die spezifische Drehung des Pferde-Globinhaimochromogens, das 3 
zu etwa 0,16°, in n/4 Natronlauge gelést ist, betragt nach 24stiindigem el 
Stehen im Mittel: [x], 48,2° bzw. [a];-. 45,29, die des R 
Globin + Hamatins unter den gleichen Umstanden [«];°, 45,7" ni 
Sie hangt anscheine.d von dem Schwefelgehalt der untersuchten 
Praparate ab. Ein merklicher EinfluB der Konzentration (in einem A 
Bereich von 0,20 bis 0,92°, untersucht) und der Umkristallisation auf Ww 
die spezifische Drehung wurde nicht festgestellt. Ww 
Auf Grund dieser Versuche wird angenommen, dal im sogenannten a 
,.Globinhamochromogen“ die reduzierte prosthetische Gruppe nicht mit P 


dem ganzen Globinmolekil, sondern nur mit den durch Natronlaug 
abgespaltenen N-haltigen Basen des Globins gekoppelt ist. 
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Der intermediire Stoffwechsel in den Driisen mit innerer 
Sekretion. 
IV. Mitteilung: 
Proteolyse und Ammoniakbildung in den endokrinen Organen. 
Von S. Epstein und E. Mima. 
Aus der biochemischen Abteilung des Ukrainischen Instituts fiir Endo 
krinologie und Organtherapie in Charkow.) 


(Binge qangen an 11. Au Just 1935.) 


Friher ver6ffentlichte Arbeiten unseres Laboratoriums stellten 
Wesen und Intensitaét der glykolytischen Vorgange in den Driisen mit 
innerer Sekretion bei verschiedenem funktionellen Zustand des Organs 
fest. Letzthin studierten’ wir die proteolytischen Prozesse in den endo- 
krinen Organen. Es war die Ahnlichkeit einer Reihe von Hormonen 
(Adrenalin, Thyroxin, Insulin) mit den Abbauprodukten des EiweiBes 
die im besonderen unsere Aufmerksamkeit aut die proteolytischen Vor- 
ginge in den endokrinen Driisen lenkte. 

Die optimale Reaktion, bei der die autolytischen Prozesse intensiv 
ablaufen, fallt in die saure Zone. Die Mehrzahl der Autoren bestimmen 
ihre Grenzen zu pu 3,5 bis 5 (Heiden, Darnby, Bradlay, Rona wnd 
Mislowitzer, Abderhalden, Steppuhn). Einen groben Teil unserer Versuche 
fiihrten wir bei héherem px aus als dem der erwahnten optimalen 
Zone, namlich bei dem pu, das sich spontan in den der Autolyse unter- 
worfenen endokrinen Driisen einstellt (6,5 bis 7.0). Kine Reihe von 
Versuchen wurde bei starker saurer Reaktion (pu 3.8 bis 5) vor- 
genommen. 

Untersucht wurden die proteolytischen Vorgange in Schilddriise, 
Thymus, Nebennieren und Pankreas, sowohl bei kurzdauernder (2 bis 
3 Stunden) als auch bei langerer Autolyse. Frische endokrine Driisen, 
einem eben getéteten Tiere entnommen, wurden auf ihren Gesamt- und 
Leststickstoff untersucht. Der Gesamt- und der Rest-stickstoff wurden 
nach Ajeldahi bestimmt. Zur Fallung wandten wir meistens Seem 8° giger 
Trichloressigsaure auf je 0,5 g des zu untersuchenden Gewebes an. Als 
Antisepticum diente Toluol (manchmal auch Chloroform). Die zu 
untersuchenden Mengen von zerkleinertem Brei des endokrinen Organs 
wurden im Thermostaten bei 37° belassen. Teils wurden keine Puffer 
zugesetzt, teils wurden als Puffer Phosphate oder Citronensaure mit 
Phosphat hinzugefiigt (px = 7,0: pu = 5,5: pu = 3,5). 

Unsere Untersuchungen zeigen, daB die Gl. Thyreoidea reich an 
KiweiBstoffen ist, doch ist die Proteolyse in ihr bei neutraler und schwach- 
saurer Reaktion gering. 

Die frische Schilddriise enthalt durchschnittlich etwa 100 mg-°, 
test-N, dessen Menge nach 24 Stunden fast unverandert bleibt (vgl. 
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Tabelle I. Proteolyse in Driisen mit innerer Sekretion - 
bei kurzdauernder Autolyse (2 Stunden). 





Rest-N vorder Rest-N nach der Wassergehalt 


Driise Gesamt-N Autolyse Autolyse 0/5 
Schilddriise. . . . 3,82 0,980 0,112 70 Se 
$ 3,80 0,105 0.114 70 
4,11 0,994 0,198 
Pe ar ee 4,14 0,086 0.114 
Nebenniere. .. . 2.65 0,246 0,250 80 
a paige ial 2,35 0,240 0.260 79 
Pankreas . . ee 2.57 0,335 0,552 78 Gl 


Tabelle Il. Proteolyse in den Driisen mit innerer Sekretion. 





Rest-N 





Ge- Wasser 
Driise rece sp na Autolyse in gehalt |) Anmerkunger 
lyse 2Std. 4Std.  18Std. 24 Std. 
éb 
Schilddriise. . 3,50 0,120 0,141 0,156 0,166 0.187 72 
z . . 399 | 0,149 | 0,180 | 0.180 | 0.180 | 0,220 70 ” 
Gl. Thymus. . 2,50 9,310 | 3,340 0,858 ~~ - 0,479 75 
m : 2.42 0.480 0,460 _— 0.550 0,570 74 
Nebenniere 
(Rindensub- 
stanz) 2.74 0,190 0,190 0180 — (9,220 80 
Dasselbe . 2.87 0,250 0,289 | 0,260 0,290 79 Ps 
Nebenniere 
(Marksub- 
stauz) 2.70 0,380 0,380 0399 — 0499 80 
Dasselke . 260 0,409 0,480 0,430 0.449 50 
Pankreas (von 
ausgewachse- Ey 
nen Tieren) 2.99 0400 0.600 0,739 2.960 2.199 78 
Dasselbe. . . 2.95 0,350 0,590 1,320 1,520 1,969 78 
Pankreas (vom 
Embryo). . 2.14 | 0,230 0,490 ; 0,710 —_ 1,780 S4 2 Monate alter 
; ; Embryo 
Dasselbe. . . | 2,44 | 0,240 0,570 | 0,870 — | 2,020] 88 4 Monate alter T 
umoryo 


Tabelle 1). So beobachteten wir z. B. 120 mg-°, praformierten Rest 
stickstoffs, der 2 Stunden spater sich bis auf 140 mg-°, erhéhte und 
dessen Gehalt nach 24 Stunden 187 mg-°®, betrug (Tabelle II). Ebenso 
gering wie in der Gl. Thyreoidea ist die Proteolyse in der Gl. Thymus 
doch enthalt sie bereits mehr Stoffe praformiert, die zum Nichteiweif 
stickstoff gehéren. Im frischen Gewebe der Gl]. Thymus erreicht der 
test-N-Gehalt 300 bis 400 mg-°,, ist mithin doppelt so hoch wie dei 
Rest-N-Gehalt der Schilddriise. Unter aseptischen Bedingungen 
schreitet der Eiweibzerfall fort, doch ist die Intensitat der Proteolys: 
nur gering. 24 Stunden nach Beginn der Autolyse erreicht der Rest-N 
Gehalt nur 500 bis 550 mg-°, (Tabelle IT). 

EKigentiimliche Verhaltnisse beobachteten wir bei Untersuchung de: 
Autolyse von Pankreasgewebe. Hier findet bei neutraler und schwach 
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1 
Rest-N 
ee Ge Wasser 
heli Driise Pu ames = der Autolyse in gehalt 
Auto- 
lyse 4 Std 24 Std. 36 Std. 
Schilddriise . . 7.0 3.45 012 0.15 0,16 0.17 71,5 
5,5 3,45 0,12 0,17 0,23 0,26 
3,5 4.33 0,10 0,99 1,46 1,47 
5.5 4.33 0,10 0.23 0,42 0.65 70 
3.4 3,60 0.17 1,19 2,04 1,75 
i =< ae 6.0 3.60 0,17 0.3% 0,42 0.60 70 
Gl. Thymus (alt) 7,0 2.50 0,27 0,29 0.30 0.35 74 
" 3,5 2.63 0.49 1,08 1.65 2.00 
yn. e = 6,0 2,63 0.49 0,46 0,63 0.67 
—— e - 3,5 2 90 0,27 1,11 1,70 1,75 
» (jung) 5,3 2.90 0,27 0.45 0.55 0,73 
a npg? 3.4 274 0.49 101 1,90 1.95 
— 6.0 2.74 0,50 0,45 0,66 0,80 
Tabelle IV. Proteolyse in den Driisen mit innerer Sekretion bei 
verschiedenem pu. 
Rest-N 
Ge Wasser 
Driise Pu samt-N oe Autolyse in gehalt 
lyst 4 Std 24 Std. 36 Std 
Pankreas (alt) 7,0 3,11 0,43 1,12 1,99 - 70 
- 4 Dike 5.5 3,11 0,43 1.50 2,10 -- 
. 7,0 2,94 0,31 0,52 1,79 1,98 i8 
A 5D 2.94 031 0.52 1,82 2,11 
3,5 2,95 0,47 0,80 1,50 2,00 
y a : 6.0 2,95 0.47 0,78 1,61 2.30 
Embryo-Pankreas 
(5 Mon. alt) 7,0 201 0,18 0,28 1.47 1.54 SO 
(5 Mon. alt) 5,0 2.31 0,18 0,31 1.45 1,55 
(2 Mon. alt) 7,0 2,14 0,23 0,71 1,78 1,70 78 
aite 
YO 
alte Tabelle V. Proteolyse in den Driisen mit innerer Sekretion bei 
. verschiedenem px. 
Pas 
vest Rest-N - 

d —_ asser 
— Driise PH samt-N Vor der Autolyse in gehalt 
eNso ee Auto- 

lyse 4 Std 23 Std 36 Std. 
mus 
yer 7.0 2.89 0.36 0.42 0,45 0,46 | =e 
der 5.5 2.80 0.36 0,45 0.538 0,56 | “ 
der Nebenniere 7,9 3.00 0,40 0,50 0,55 0,53 | 26 
(Marksubstanz) 5,5 3,00 0,49 0.56 0,58 0.88 of 
gen 3.5 0.35 1,02 1,28 149 || 79 6 
lyse 6,0 0,35 0,47 0.52 oe i os 
t-N 3.4 = 0,23 0.65 0.96 1,12 |) 79.0 
Nebenniere | 6.0 0,23 0,30 0,37 044 f °” 
(Rindensubstanz) | 7,0 2.80 0,13 0,22 0,31 0,32 
det 5.0 2 80) 0.13 0,22 0,37 0.38 
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Tabelle VI. NH,-Bildung in den Driisen mit innerer Sekretio 





NH,-Gehalt in den 


NH,-Gehalt in den 
Geweben in mg-' 


Geweben in mg-°®/; 


Driise Nach 


2 stiindige 
Autolys: 


Nach 
2 stiindiger 
Autolyse 


Sofortige 


Sofortige 
Bestimmung 


Bestimmung 


13.3 
12.0 
8.6 
12,0 
(jung) ; 21,8 

= : 17,1 


Schilddriise . 
Thymus (alt) 


Schilddriise 


me DO DO 


—— 
Cre Ors) oror 
Oo © 





Tabelle VII. NH,.-Bildung in den Driisen mit innerer Sekretion 





Driise 


NH;,-Gehalt in den 
Geweben in mg-9/, 


Driise 


NH,-Gehalt in den 
Geweben in mg-°/, 


Nach 





Nach 
2 stiindiger 
\utolyse 


Sofortige 
Bestimmung 


Sofortige 


2stiindig 
Bestimmung stiindige 


Autolyse 


12,9 0 


1 
10,0 1 
I 
I 


Nebenniere | 

Rinden- 
substanz | 
| 


9.6 
10,2 
24,0 
10,0 
12,5 
20.0 


21,8 
21.0 
27,2 
18.4 
24.0 
24.0 


Pankreas 
ausgewachsener 
Tiere 


166 5 
12.5 
15,7 


14,2 


Al) 
0 
26.6 
26,5 


Nebenniere 
Marksubstanz 





saurer Reaktion eine intensive Vermehrung der stickstoffhaltigen, aber 
nicht vom EiweiB abstammenden Stoffe statt: 24 Stunden nach Beginn 
der Autolyse sind mehr als 50 bis 60°, des GesamteiweiBes abgebaut. In 
dieser Hinsicht unterscheidet sich das Pankreas sehr stark von allen 
anderen von uns untersuchten Driisen mit innerer Sekretion. Da diese 
Kigentiimlichkeit des Pankreas von der Anwesenheit von exkretorischen 
Zellelementen abhaingen kénnte, die Trypsin unter 
warfen wir das Pankreasgewebe eines Stierembryos im Alter von 
2—3—4 Monaten einer Autolyse, d. h. zu einer Zeit, wo sein Pankreas 
bereits als innersekretorische Driise funktioniert, doch noch kein auBeres 
Sekret, im besonderen kein Trypsin, produziert. 

Unsere Versuche lehren, daB auch das Pankreasgewebe eines 
Embryos bei der Autolyse fast genau dieselben intensiven proteolytischen 
Vorgange aufweist, wie das Pankreas ausgewachsener Tiere. Scheinba: 
enthalt es bereits einen machtigen proteolytischen Apparat, lange bevor 
seine exkretorische Funktion einsetzt. 

Die Beobachtungen iiber die Intensitét der Proteolyse bei ver 
schiedenem pu zeigten, daB die der GewebseiweiBe von endokrinen 
Organen optimal bei saurer Reaktion ablauft (px 3,5). Bei dieser 
Reaktion verstarken sich deutlich die Zerfallserscheinungen beim Gewebs 
eiweiB in der Schilddriise, Thymus und Nebennieren. 
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Stoffwechsel in den Driisen mit innerer Sekretion. LV. 343 


Bis auf Kreatin wurden keine anderen Stoffe, die zum Rest-N 
gehéren, in den endokrinen Driisen bestimmt. Das Kreatin ist in ganz 


yeringen Mengen in den Driisen mit innerer Sekretion enthalten. Dem- 


gemaB fanden wir hier auch nur Spuren von Kreatinphosphorsaure, 
Neben dem Abbau des GewebseiweiBes untersuchten wir auch die 
Bildung von NH, in den innersekretorischen Driisen. Nach unseren 
Versuchen enthalten die innersekretorischen Driisen eine betrachtliche 
Menge von NH,. Unter unseren Versuchsbedingungen bestimmten wir 
nicht nur praformiertes Ammoniak. Es scheint, daB bei der Zerkleinerung 
des Gewebes in der Trichloressigsaurel6sung sich bestimmte Mengen von 
_.traumatischem‘’ Ammoniak anhaiufen. Wie unsere Beobachtungen 
ergeben, enthalt das zerkleinerte Gewebe der innersekretorischen 
Driisen (Gl. Thyreoidea, Gl. Thymus, Nebennieren, Pankreas) ziemlich 
betrachtliche Mengen von Ammoniak (10 bis 15 mg-°,). 


Versuchsmethodik. 


Bei der Bestimmung des Ammoniaks in den Geweben bedienten wir uns 
der Methode von Kinevay. Das Ammoniak wurde in den Trichloressig- 
extrakten mit Hilfe eines kleinen Apparats bestimmt, der aus zwei flachen 
Schalen besteht, von denen die eine auf der anderen befestigt ist. In der 
inneren Schale befindet sich (1 cem) n/10 H,SO,. In die gréBere auBere 
Schale wird die zu untersuchende Lésung gegossen, zu der eine kleinere 
Menge von gesattigter Pottaschel6sung bis zu schwach alkalischer Reaktion 
(auf Phenolphthalein) gegeben wird. Die Schalen werden mit einem an- 
geschliffenen, geschmierten Glasdeckel luftdicht abgeschlossen. Die Pott- 
asche verdrangt N H, aus der Lésung, das von der Schwefelsaure aufgenommen 
wird. Nach 24 Stunden wird der Deckel vorsichtig abgenommen, der 
Inhalt der inneren Schale in ein MeBglas oder einen Zylinder iibergefiihrt ; 
die Schale wird mit einer geringen Menge Wasser, das in dasselbe Glas ge- 
bracht wird, abgewaschen. Zu der Lésung wird | cem Nessler-Reagens 
gesetzt, das Glas bis zur Marke mit Wasser aufgefiillt; dann wird kolori- 
metriert. 

Nach zweistiindigem Stehen mit einer schwach alkalischen Natrium 
bicarbonatlésung (2 cem 4° ,ige NaHCO, und 1 cem 2,7 %ige HCl) beobach- 
teten wir eine eigentiimliche Verainderung des N H,-Gehalts in den verschie- 
denen endokrinen Organen. In der Gl. Thymus von ausgewachsenen Tieren 
blieb der NH,-Gehalt nach zweistiindiger Autolyse ohne nennenswerte 
Veranderung, wahrend sich in der Gl. Thymus von jungen Tieren nach 
zweistiindiger Autolyse eine bedeutende Menge Ammoniak bildete. In der 
Schilddriise fanden wir bei der Autolyse eine Verringerung oder eine geringe 
Bildung von NH,. 

Die Untersuchung des Gewebsbreies von Nebenniere ergab eine Er 
héhung des Ammoniakgehalts, doch waren die verschiedenen Teile in dieser 
Beziehung untereinander nicht gleich. Bei getrennter Untersuchung von 
Mark- und Rindensubstanz der Nebenniere iiberzeugten wir uns davon, 
daB die Rindensubstanz bei Autolyse in schwach alkalischer Losung kein 
Ammoniak bildet. Im Gegensatz dazu gibt die Marksubstanz bei der 
Autolyse eine betrachtliche Ammoniakvermehrung. 
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Kine ebensolche Erhé6hung des Ammoniakgehalts bei der Autolyse be: 
achteten wir im Gewebsbrei von Pankreas. 

Somit ware erwiesen, daB die verschiedenen innersekretorischen Driis: 
nicht in gleicher Weise zur Bildung von NH, fahig sind (Rinden- w 
Marksubstanz der Nebenniere, Pankreas, Schilddriise). Ebenso unglei 
ist das Vermégen zur Bildung von Ammoniak in derselben Driise bei v« 
schiedenem funktionellen Zustand (Gl. Thymus von jungen und au 
gewachsenen Tieren). 

Insofern als die in unserem Laboratorium unternommenen noch niclit 
abgeschlossenen Untersuchungen auf die wichtige Bedeutung der Reaktio: 
der Gewebe der endokrinen Driisen fiir ihre funktionelle Tatigkeit hinweisen, 
scheint uns die Frage nach den Bedingungen der N H,-Bildung in den end 
krinen Driisen und nach den méglichen Quellen des Ammoniaks von groBer 
Interesse zu sein. In cheser Richtung setzen wir unsere Arbeiten fort und 
studieren gleichzeitig die Beziehungen zwischen dem funktionellen Zustand 
der endokrinen Driisen und den proteolytischen Vorgangen in denselben 


Zusammenfassung. 

1. Untersucht wurden die proteolytischen Vorgainge und die N H.,- 
Bildung in Driisen mit innerer Sekretion (Schilddriise, Thymus, Neben- 
nieren, Pankreas). 

2. Die proteolytischen Vorgange sind sehr schwach bei der spontan 
in den endokrinen Organen sich einstellenden Reaktion. Eine Aus- 
nahme bildet Pankreas. 

3. In allen untersuchten endokrinen Organen wird die Proteolyse 
bei saurer Reaktion bedeutend verstarkt. 

4. Bei kurzdauernder Autolyse in schwach alkalischem Milieu 
wird Ammoniak im Pankreas, in der Marksubstanz der Nebenniere und 
in der Gl. Thymus des jungen Tieres gebildet. 
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Uber das elektrokinetische Potential der Thrombocyten. 
Von 
Hans Dietrich Cremer. 
(Aus der Stadtischen Krankenanstalt, Kiel.) 
(Eingegangen am 12, Auqust 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Verschiedentlich ist schon versucht worden, das elektrokinetische 
Potential von Mikroorganismen und von zelligen Elementen der Kérper- 
fliissigkeiten zu bestimmen. So hat besonders Veter! eingehende Unter- 
suchungen an Erythrocyten angestellt, wahrend Aross und Zuelzer* 
ihre Versuche an Spirochaeten machten. In ihren Arbeiten tinden sich 
uuch die theoretischen Grundlagen zum Verstandnis elektrokinetischer 
Potentiale sowie der gesamten MeBmethodik beschrieben. Ebenfalls 
ist dort die einschlagige Literatur aufgezahlt. Seit Jahren sind von 
Stuber und seinen Mitarbeitern Versuche tiber das Verhalten der Thrombo- 
eyten unter normalen und pathologischen Verhaltnissen gemacht worden, 
insbesondere ist auch bereits die Entladbarkeit der Thrombocyten (T.) 
durch positiv geladene Ionen, vor allem Lanthannitrat, geprift worden. 
Daher lag es nahe, daB Stauber und Lang die Anregung gaben, nach Art 
der von den oben genannten Autoren verwandten Methodik das Poten- 
tial der T. direkt zu bestimmen 





Methodik. 

20 cem Blut werden aus der Cubitalvene mit paraffinierter Spritze ent 
nommen und sofort zur Verhinderung der Gerinnung 1: 10 Zusatz von 
3.6 °iger Natriumcitratlésung unter Paraffinum liquidum in ein paraffi 
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niertes GlasgefaB gespritzt und mit einer Geschwindigkeit von etwa 1700 Um- 


drehungen Minute 15 Minuten zentrifugiert. Auf diese Weise sedimentieren 
sich Erythrocyten und Leukocyten, die T. aber bleiben in dem iiberstehenden 
Plasma enthalten. Das Plasma wird dann ebenfalls stets in paraffinierten 
GefaBen in eine die T. nicht angreifende Quarzkammer folgender Art 


gefullt (s. Abb. 1): 


1 Pflugers Arch. 208, H. 1, 1925. *Centralbl. f. Bakt., Parasitenkde. 
u. Infektionskrankheiten 126, 360, 1932. 
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346 H. D. Cremer: 

Zwei etwa 2 ccm fassende Trége T sind durch eine flache Rinne vo 
genau 1 em Lange verbunden. Nach Einfiillen des Plasmas werden méglich- 
schnell, um die durch CO,-Verlust zunehmende Alkalisierung zu ver meicd: 
iiber die Trége Quarzplattchen P und iiber die Rinne ein Quarzdeckglas D 
yelegt. Die Platten P weisen je ein kleines Loch zum Eintauchen cd 
Elektroden auf. Als Elektroden werden Glasheber verwandt, die mit n KC} 


Losung gefiillt und an ihren unteren Enden mit KCl-Agar verschlosse) 


sind. Das andere Ende des in die Kammer tauchenden Hebers fiihrt in ei: 
GefaB mit n KCl-Lésung, von wo aus ein weiterer KCl-Heber in n CuSO, 
LOsung geht, in die auch die metallischen Elektroden fiihren. Diese An 
ordnung wurde gewahlt, um die Uberwanderung von Cu-Ionen in das Plasma 


und die dadureh entstehenden Fallungserscheinungen zu vermeiden. An 


den metallischen Elektroden liegt eine aus einer Anodenbatterie ent 
nommene Gleichstromspannung von — bei den Versuchen wechselnd 


120 und 60 Volt. Jetzt wurde beobachtet, mit welcher Geschwindigkeit dice 
negativ geladenen T. der positiven Elektrode zustreben. Zu diesem Zwecke 
verwandten wir ein Strichokular und maBen mit der Stoppuhr die Zeit, die 
immer ein Thrombocyt benétigte, um die in ihrer Linge bekannte Strecke 


zuriickzulegen. Aus der Geschwindigkeit der einzelnen T., bei jeder Messung 
mindestens zehn, wurde dann ein Mittelwert errechnet. Da es wegen dei 
Reibung an den Kammerwanden sowie wegen der groBtenteils entgegen 
gesetzten Stroémung des Dispersionsmittels nicht gleichgiiltig war, in welcher 
Entfernung von der Kammerdecke die Messung vorgenommen wurde, 
bestimmten wir die Werte in '/; bzw. 4/, der jeweils mit der Mikrometer 
schraube ausgemessenen Kammertiefe. In dieser Schicht sollen nach den 
obenerwahnten Untersuchungen nach Kross und Zuelzer die wahren Werte 
der elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeit gemessen werden 
konnen. 

Wahrend jeden Versuchs wurde dauernd die Stromstarke kontrolliert. 
Sie bewegt sich bei einer angelegten Spannung von 120 Volt zwischen 
5,5 und 9,0 Milliamp. bei den verschiedenen Versuchen, sie bleibt jedoch 
wahrend eines Versuchs annahernd konstant. Auf diese Weise konnten 
Anderungen der elektrischen Verhaltnisse (Stromquelle, Leitungen u. a.) 
sofort bemerkt werden. Nach jeder Geschwindigkeitsmessung wird auber 
der auBen anliegenden Spannung — wie oben erwahnt, 120 oder 60 Volt 
auch die Spannung in den Kammertrégen gemessen; sie betragt in der 
Regel etwas weniger als die Halfte der an den Metallelektroden anliegenden 
Spannung. Der Spannungsabfall in der Kammer, der fiir unsere Unter 
suchungen der eigentlich bedeutungsvolle ist, liegt praktisch véllig auf dem 
lem langen Verbindungsstiick zwischen den Trégen. Dies la8t sich ohne 
weiteres aus den Gr6Benverhaltnissen ableiten, wurde aber auch durch 
Messungen nachgepriift. 


Zum SchluB wurde bei der Versuchstemperatur - Zimmerwirme 
zwischen 17 und 21° die Viskositaéat des untersuchten Plasmas bestimmt. 


Jetzt kennen wir die Werte, die wir ben6tigen, um daraus mit Hilfe der von 
n.v. 13960 
H 
das elektrokinetische Potential g zu bestimmen. Dabei ist 7 die Viskositat, 
» die Wanderungsgeschwindigkeit in mm/sec, H die Feldstarke, die in 


Netter in der obenerwahnten Arbeit errechneten Formel 


unseren Versuchen bei einer Spannungsabfallstrecke von 1 em also gleich 
der Kammerinnenspannung ist, und 13960 eine Konstante, die sich aus der 
bekannten Helmholtzschen Formel errechnen laBt. 
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Das elektrokinetische Potential der Thrombocyten. 347 


Bei jedem Versuch wurden gleichzeitig im Serum die Werte fiir das 


fesamteiweiB sowie fiir die Albumin- und Globulinfraktion gravimetrisch 
ach Sterlinger bestimmt. 


Versuche, 


In Vorversuchen wurde zunichst die Frage geklart, welchen Eintflui 
ler Aufenthalt in der Quarzkammer auf die Ladung der T. hat. So er 
hielten wir sofort nach Fiillung der Kammer beispielsweise den Wert 
27,3 Millivolt; 1'/, Stunden spater hatten die in der Kammer belassenen T. 
die Ladung 28,8 Millivolt. Das Plasma wurde dann 24 Stunden im Eis- 
schrank gelassen und erneut untersucht: die Ladung betrug 28,6 Millivolt. 
Es zeigte sich also, daB keine mit unserer Methode nachweisbare Schadigung 
der T. eintritt, wenn man das Plasma unter Beachtung der oben beschriebenen 
VorsichtsmaBregeln entnimmt und aufhebt. Weiterhin war fiir uns die 
Frage von Interesse, welchen EinfluB8 Tageszeit und Nahrungsaufnahme 
auf die Ladungswerte haben. Tabelle I und II zeigen uns, daB eine Gesetz- 
maBigkeit darin keineswegs feststellbar ist. Nur die Tagesschwankung in 
den EiweiBwerten entspricht im allgemeinen dem, was Lang! beschrieben 
hat. Ebenso verschieden wie die Potentiale wahrend eines Tages waren auch 
die einzelnen Niichternwerte des gleichen Patienten an mehreren Tagen. 


Tabelle I. 





Kammer- Strom- Geschwindig- 


Tageszeit | Spannung stiirke keit vie. ;, — a Ladung 
oOsite e B t 
Volt Milliamp. mm pro Sek. > | Globulin | yinivolt 
= 7h 30’ 5,30 
. (Oe " 7 AE yy =o ’ ¢ 
> ss At 6, 0,062: ; ,62 32, 
=. | niichtern 46 sc — A, tt = 2.52 aA 
S 11h 30’ 43 7.0 0,058 1,60 6,70 4,23 99 6 
ba o « 4, Vor ,0 df = 29.0 
= 2,47 
<= 
* se ' 4,49 i 
a3 15 30 49 6.2 0.0625 1.61 6,88 27.7 
= 2 48 
= 25 
7h 30' - ee ‘ 3,64 = 
cai 50 6,0 0,0625 168 6.60 27,4 
= | nichtern 2,96 
21 iingo 46 6,8 0.057 179 «782 | 38 agg 
z ‘* oy. a es 2.44 2 
nD 
= 5,64 
i 15 30 47 6.4 0.058 1,35 7,44 23,2 
a 1,80 
. 4 a ” ae : mee 4,09 T 
— 18 30 47 5.6 0.055 1.63 6.88 979 26,6 
2,¢% 





Spannung an den Metallelektroden immer 120 Volt. Temperatur 19°. 
Erklarungen im Text. 

Tabelle II zeigt fernerhin eine Unabhangigkeit der fiir die Wanderungs 
geschwindigkeit errechneten Werte von der angelegten Spannung. Es wurde 


daher bei hoher Wanderungsgeschwindigkeit zur Erleichterung der Messung 


! Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 164, 342, 1930. 
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Tabelle II. 





Spannung 
Stromstarke Ladung 


Milliamp Millivolt 


Metall- 


Pc cr er Kammer 


ee ee eee 120 54 6,6 25,7 
Agranulocytose . . , 60 26 3.0 249 


a eer aoe rae 120 52 ), 39,7 
Benzinvergiftung . . . 60 26 41.7 


|: Bata el are ee 120 50 if 31,! 
BWOPIBEIG: 2 85. 8s 60 24 3, 30,% 


Erklarungen im Text. 


mit einer Spannung von 60 Volt gearbeitet, wahrend bei niedrigen Werte: 
der héheren Spannung von 120 Volt der Vorzug gegeben wurde, da di 
Wanderung sonst nicht gleichmaBig genug war. 

Unsere Untersuchungen erstreckten sich auf insgesamt 50 Faille, 
zumeist gesunde Personen oder doch solehe, bei denen ein EinfluB de: 
Krankheit auf die Beschatfenheit der T. absolut unwahrscheinlich wat 
Denn es kam uns in der Hauptsach: 
darauf an, die normale Ladungsgré[}: 
der T. zu bestimmen. Nur vereinzelt 





wurden auch solche Falle einbezogen, be 

denen durch erhéhte Blutungsbereitschatt 

infolge toxischer Infektionen eine Beein 

flussung der Thrombocytenladung még 

lich war. Jedoch lagen auch die Potential 

werte dieser Kranken innerhalb der von 

20-25 yg Ce a acd uns beobachteten Grenzen von 20. bis 
— 42 Millivolt. Abb. 2 zeigt, wie sich di 

Abb 2. meisten Werte (50°) zwischen 25 und 

30 Millivolt, nicht viel weniger auch 

zwischen 30 und 35 Millivolt finden, wahrend nur wenige Falle einen 





Ladungswert unter 25 und iiber 35 Millivolt aufweisen. 

SchlieBlich kam es uns bei den Untersuchungen darauf an, ob sich ein 
deutlicher Zusammenhang zwischen Thrombocytenladung und Eiweil 
werten, Albumin-Globulinquotient und Viskositat finden lieBe. U. E. ist 
jedoch das elektrokinetische Potential der T. von einer Summe von Faktoren 
abhangig, so daB der gesuchte Zusammenhang nicht deutlich war. 


Zusammenfassung. 

Ks werden Untersuchungen beschrieben, in denen die GréBe des 
elektrokinetischen Potentials der Thrombocyten unter normalen Ver- 
haltnissen bestimmt wird. Sie liegt zwischen 20 und 42 mV, in det 
weitaus gréBten Mehrzahl der falle jedoch zwischen 25 und 35 mV. 
Es bestehen deutliche Unterschiede in den Werten innerhalb eines 
Tages, jedoch ist ein sicherer Zusammenhang mit Tageszeit und Nahrungs- 
aufnahme nicht feststellbar. Ebenso bestehen keine deutlichen Be- 
ziehungen zu EiweiBmenge und Albumin-Globulinquotient im Serum 
und zur Viskositaét des Plasmas. 
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Zur Theorie der mitogenetischen Strahlung. 

V. Mitteilung: 
Hefe als Detektor fiir mitogenetische Strahlen. 
Von 

M. Moissejewa. 

(Aus dem Botanischen Institut der Ukrainischen Akademie 

der Wissenschaften in Kiew. 

(Bingegangen am 28. Juli 1935.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Cher die mitogenetischen Strahlen sind inden 12 Jahren seit ihrer Ent- 
deesung bereits iiber 200 experimentelle Arbeiten veréffentlicht worden, 
es hat sich also sehr viel experimentelles Material angesammelt. Aber 
selbst ein fliichtiges Studium der letzten Zusammenfassung Guriwitschs 
(1934) laBt uns eine ganze Reihe zusammenhangloser und sogar wider- 
sprechender Daten zwischen den heutigen und einstigen Beobachtungen 
erkennen. Deshalb ist es die nachstliegende Aufgabe der auf diesen 
Gebieten Arbeitenden, das gesamte experimentelle Material zu sichten. 
Kine langjahrige, sorgfaltige und aufmerksame experimentelle Analyse 
der Wurzelmethodik zeigte, daB die Zwiebelwurzel kein Detektor fiir 
mitogenetische Strahlen ist (.Moissejewa, 1929 bis 1934). Auf Grund 
dieser Daten kann schon eine Reihe von Arbeiten (iiber 30) abgesondert 
werden, denen gegeniiber man die gr6Bte Vorsicht bewahren mub. Die 
letzten Jahre jedoch werden die Arbeiten iiber mitogenetische Strahlung 
fast ausschlieBlich mit der Hefen- bzw. Bakterienmethode durchgefiihrt. 
Um den Wert der mit dieser Methodik erhaltenen Tatsachen zu priifen, 
mu dieselbe sorgfaltig und von Grund auf analysiert werden. Ein Ver- 
such, die Hefenmethode experimentell zu iiberpriifen, wird der vor- 
liegenden Arbeit zugrunde gelegt. 


Die Hefenmethode wird bekanntlich auf zweierlei Weise angewandt. 
Die erste besteht im Abzahlen der Hefezellen nach deren Wachstum auf 
Agarmaische. Ich versuchte mehrfach, diese Methodik anzuwenden, aber 
jedesmal mit negativen Ergebnissen. Nach Gurwitsch wird als Sprosse jedes 
Spr6Bchen gerechnet, welches ein Drittel der erwachsenen Hefenzelle nicht 
iibertrifft. Obgleich ich versuchte, mich an diese Regel zu halten, erwies es 
sich bei wiederholten Zaihlungen an ein und demselben Praparat, dai die 
Zahl der Sprossen zuweilen zwischen 10 bis 15°, schwankte. Bei Zahlungen 
verschiedener Praparate von ein und derselben Kultur war der Unterschied 
zuweilen noch gréBer. Diese Angaben stimmen mit denen von Schreiber und 


Nakaidsumi vollkommen iiberein. Die genannten Autoren unterziehen diese 
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Methodik einer scharfen Kritik und kommen zu dem SchluB, daB die Fehk 
grenzen bei der Zahlung der Sprossen so weit sind, daB sie fast alle Dat: 
Gurwitschs iiber den Induktionseffekt decken (1932). 

Die andere Modifikation der Hefenmethodik mit fliissigen Kulturen 
wurde in Gurwitschs Laboratorium spater ausgearbeitet. Diese Method 
ist auch bereits einer recht scharfen Kritik durch die deutschen Forsch: 
Kreuchen und Batemann unterzogen worden. Diese Autoren beobachtete 
bei streng hermetischer Abtrennung des Detektors vom Induktor nicht ce 
mindesten Effekt. Es mu® darauf hingewiesen werden, da®B die negativ: 
Ergebnisse bei Priifungen allein noch nicht das Fehlen einer Strahluw 
beweisen. Die Gegenseite kann stets einwenden, da die Teehnik ce 
Forschers, der die Methode kontrollierte, nicht tadellos war, wenn der Fehle: 
durchsehnitt stark schwankt oder nur negative Befunde erhoben werde1 
Deshalb war es notwendig, wie ich es bei meinen Arbeiten tiber die Wurze 
methode machte (Moissejewa, 1929 bis 1934), die Versuche denen vor 
Gurwitsch moglichst genau nachzuahmen und zu positiven Ergebnissen zu 
gelangen. Ferner, diese Versuche sorgfaltig und exakt zu analysieren, un 
endgiiltig festzustellen, wovon die positiven Ergebnisse abhangen: vor 
den mitogenetischen Strahlen oder von irgendwelchen anderen Ursachen, 
welche Gurwitschs Schule nicht in Betracht zog. 


Bei der Analyse irgendeiner beliebigen Methodik miissen zuerst imme! 
die allereinfachsten Versuche mit einer elementaren Apparatur gepriift 


werden, um den EinfluB auBerer Bedingungen auf die Versuchsergebnisse 


leichter festzustellen. Deshalb begann ich auch mit einfachen Versuchen 
der Induktion von fliissigen Hefenkulturen durch Hefe und Blut in Luft, 
ohne vorlaufig kompliziertere Einrichtungen anzuwenden. 

Die Methodik meiner Versuche glich mehr oder weniger der von Gur 
witsch. Zwei annahernd gleiche Kapillarkammern wurden durch ein und 
dieselbe Pipette mit der Kultur gefiillt. Beide Kammern wurden 15 bis 
20cm voneinander entfernt bei gleicher Beleuchtung, gleicher Luftum- 
gebung usw. aufgestellt und durch eine groBe, dicke Glasplatte getrennt. 
Vor einer der induzierten Kammer wird in einer Entfernung von 
2 bis 3mm der Induktor aufgestellt. 

Nach der Induktion wurde sowohl aus der induzierten, wie auch der 
Kontrollkammer stets vom oberen Rande der Kammer aus der Mitte 0,1 ccm 
der Kultur entnommen und in Reagensglaser, die 0,5 cem Maische ent- 
halten, gegossen. Diese Reagensgliser standen 3 bis 4 Stunden im Thermo 
staten bei 25°C. Danach wurden in jedes Glaschen je 0,1 cem Schwefel- 
siure (20°.ige) zwecks Fixierung des augenblicklichen Zustandes hinzu 
gefiigt, und vor der Zahlung gab ich, um die Kultur zu verdiinnen und die 
Zahlung zu erleichtern, noch 0,5 eem destilliertes Wasser hinzu. Die Zahlung 
vollzog ich in einer Thoma-Zeissschen Kammer. 

Ich mu8 feststellen, daB in fast allen Arbeiten iiber die mitogenetischen 
Strahlen, welche mit Hilfe der ,,fliissigen Hefenmethode* durchgefiihrt 
wurden, die Berechnung des Durehschnittfehlers der Zahlung fehlt, so da 
jede Zahlenangabe gleichsam nur auf einer Zahlung beruht. Die Erfahrung 
lehrte mich, daB zuweilen, selbst bei sehr langem Durchschiitteln und Durch 
mengen der Kultur, Zahlen erhalten werden, welche von den iibrigen sehr 
stark abweichen. Wenn man sich mit einer Zaéhlung begniigt, so kOnnen 
die Versuchsergebnisse mit einem sehr groBen Fehler behaftet sein. Deshalb 
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ahm ich aus jeder Kultur fiinf (zuweilen auch mehr) Proben, und zahlite 
jedesmal die obere Halfte der Thoma-Zeissschen Kammer. In den Tabellen 
st die Anzahl der Zellen angegeben, welche der ganzen Kammer bei unver- 
timnter Kultur entspricht. 


Was die Hefenkultur anbetrifft, so hielt ich mich in meiner Arbeit 
sorgfaltig an alle zuletzt gegebenen Anweisungen von Gurwitsch (1934). 
\us der alten Stammkultur auf Agar ziichtete ich Arbeitskulturen ebenfalls 
iuf Agar. Diese Stamme wurden nach zwei- bis dreitagigem Verbleiben im 
Thermostaten, weiterhin bei IS bis 20° aufbewahrt. Von diesem Stamm 
wurde die Arbeitskultur nicht friiher als am zehnten Tage geziichtet. Das 
Ubertragen aus einer fliissigen Kultur zur Induktion wurde nicht mehr als 
» bis 6 Tage geiibt, danach wurde sie wieder von Agar genommen. Die 
Agar-Arbeitsstamme benutzte ich nicht langer als 20 bis 25 Tage. Zur In- 
duktion nahm ich Kulturen, die 10 bis 18 Stunden alt waren, und welche im 
Reagensglas einen deutlichen Schaumring bildeten. Die ganze Arbeit wurde 
mit Chablis-Hete durchgefiihrt. Bei meinen Versuchen benutzte ich aus 
schlieBblich glaserne Kapillarkammern. 

IV. 

Die ersten orientierenden Versuche mit Kontrollen, die zum Zwecke 
der Priifung der Genauigkeit der Arbeitsweise durchgefiihrt wurden, zeigten 
recht groBe Schwankungen. Es geschah zuweilen, daB die Proben, die aus 
verschiedenen Kammern, welche aus einer Pipette gefiillt worden waren, 
stammten und eine bestimmte Zeit im Thermostaten aufbewahrt worden 
waren, was die Zellenzahl betrifft, um tiber 10°, schwankten. 

Selbstverstandlich kam mir der Gedanke, daB die Kulturen in den 
verschiedenen Kammern sich nicht in gleichen Verhaltnissen befanden. 
Es konnte geschehen, da bei 
einer verschiedenen Neigung, einer 
verschiedenen Entfernung zwischen 
den einzelnen Kapillaren usw. die 
Hefenzellen sich nicht gleichmaBig 
absetzten, verschieden von Luft 
umgeben waren usf. Als Ergebnis 
einer solchen Verschiedenheit im 
Bau der Kammern konnte ein 
Unterschied in der Qualitat und 
Menge der Zellen, welche aus der 
Kontrolle entnommen wurden, ent- 
stehen. So kénnte es geschehen, 


c 


Abb. 1. a: Kapillarinduktionskammer, b und ¢ 


laB } “ dieselbe im Durchschnitt 
daB manche Kammer stets einen 1 = Paraffin, 2= Kapillare, 3 = Hefe. 


grOBeren oder kleineren Prozent- 
satz von Zellen ergaibe als die anderen, und das kénnte schon allein 
einen gewissen Fehler in die Versuche bringen. 

Um dies zu klaren, stellte ich eine Reihe von Versuchen an, in welchen 
ich die Tauglichkeit der Kammern priifte und die durchschnittliche Schwan 
kung der Zellenzahl in den Kontrollproben berechnete, welche aus einem 
Reagensglas mit ein und derselben Pipette entnommen wurden. 

Es stellte sich heraus, daB8 die einen Kammern (z. B. I, I], [11 und VI 
eine Schwankung der Zellenzahl aufwiesen, welche 5 bis 6°, nicht iibertrat, 
wahrend die anderen (z. B. 1V und V) stets eine Zellvermehrung im Vergleich 
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zu den ersteren zeigten, welche zuweilen 20°, ubertraf. AuBerdem konnt 
man auf Grund der Protokollaufzeichnungen annehmen, da Mai und A 
der Anfiillung der Kammern eine Rolle spielen. Es kommt vor, daB bei: 
Kinfillen der Kultur aus der Pipette in den einen Kammern sich eine ko: 
kave (Abb. 1,@) und in den anderen eine konvexe (Abb. 1, ¢c) Oberflach 
bildet, und daB aus einer Kammer mit konvexer Oberflache der Fliissigke 
ein Tropfen verlorengeht und die Oberflache dadurch konkav wird. 

Soweit man auf Grund einiger Proben urteilen konnte, wurde in de: 
Kammern mit konkaver Fliissigkeitsoberflache die gr6Bte Zellenzah 
gefunden; weniger Zellen enthalten die Kammern mit konvexer Oberflach: 
und am wenigsten diejenigen, aus welchen ein Tropfen verlorenging. 

Aus diesem Grunde kann man annehmen, daB beim Gebrauch von ui 
kontrollierten Kammern oder bei Nichtheachtung von Map und Art der Fvitluay 
derselben, die Versuchsergebnisse in gewissem Mae gefdlscht werden kénn 
einerseits findet man dann eine Induktion dort, wo sie nicht stattfand 
(wenn die Kammer mit vergrOBerter Zellenzahl zur Induktion verwendet 
wird), andererseits k6nnen wir keine beobachten, wenn sie in Wirklichkeit 
auch vorhanden war (wenn eine derartige Kammer zufallig zur Kontrol! 
benutzt wird). 

Wenn man also die Kontrollen zur selben Zeit mit derselben Pipett 
entnimmt, die Kammernpaare ganz gleich fiillt, so schwankt die Zellenzah| 
gewOhnlich nicht mehr als um 6°,. Nimmt man aber die Kultur aus den 
Reagensglas jedesmal von neuem, so sind die Schwankungen der Zellenzah 
unter denselben Verhaltnissen etwas gr6Ber, iibersteigen aber bei genauen 
Arbeiten niemals 10°. 

Dieses alles beriicksichtigte ich, als ich bei meinen weiteren Versuche 
iiber Induktion und zur Kontrolle soleche Kammern auswiahlte, welche die 
kleinsten Schwankungen der Zellenzahl gaben, auBerdem achtete ich sorg 
faltig darauf, daB die Kammern ganz gleichartig mit der Kultur gefiillt 
wurden, und stellte jegliche Abweichungen immer im Protokoll fest. 


V. 

In den ersten Induktionsversuchen benutzte ich als Induktor 
fliissige Hefe. Die Frage iiber die Strahlungsstarke der fliissigen Hefe 
ist nicht nur von theoretischer, sondern auch von praktischer Be 
deutung bei Aufstellung der Versuche. Es kommt namlich bei den 
Versuchen vor, daB bei schnellem Fillen der Kammern mit Kulturen in 
der Nahe der induzierten oder Kontrollkammer ein Tropfen der Kultur 


vorbeifallt. Es wurde die Frage aufgeworfen, wie man sich zu einer 
solchen Probe zu stellen hat. Ist die fliissige Hefe eine starke Strahlungs- 
quelle, so muBte eine solehe Probe als unbrauchbar zur Auswertung 
angesehen werden, ist dies aber nicht der Fall, so konnte man ein solch 
kleines Versehen natiirlich unbeachtet lassen. 


Gurwitsch unterstreicht in einer Reihe von Arbeiten, daB ein deut- 
licher mitogenetischer Effekt nur dann erzielt werden kann, wenn als 
Detektor nicht zu dickfliissige Kulturen genommen werden (etwa 
200000 Zellen in 1 cmm). Man muBte sich fragen, was fiir eine Hefen- 
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ultur soll als Detektor und was fiir eine als Induktor verwendet werden ? 

is ist méglich, daB eine nicht konzentrierte Kultur einen guten Detektor 
rgibt und dabei gleichzeitig eine andere Kultur sehr wenig zur Teilung 
stimuliert, also als schwacher Induktor wirkt, und andererseits kann eine 
echt konzentrierte Kultur stark ausstrahlen und als starker Induktor 
figurieren und gleichzeitig als Detektor untauglich sein. 

Um keine negativen Resultate durch falsche Wahl der Kultur- 
konzentrationen zu erhalten, stelite ich Versuche mit Kulturen von 
verschiedener Konzentration an. In der ersten Serie nahm ich als De- 
tektor und Induktor ein und dieselbe Kultur aus einem Glase, in der 
zweiten Serie benutzte ich als Detektor Kulturen von verschiedener 
Konzentration, und als Induktor stets eine recht dichte, stark garende 
Kultur. In den meisten Versuchen dauerte die Exposition 8 Minuten 
(diese Zeit gilt in Gurwitschs Laboratorium bei der Mutoinduktion der 
Hefe als optimal), in einigen Versuchen exponierte ich aber anders 

Es stellte sich heraus, daB die Hefeinduktion keinen mitogenetischen 
Einflup hatte. Nicht in einem einzigen Faile erreichte der Plus-Effekt 
15°. Sehwankungen von 11°, welche zweimal beobachtet wurden, 
erklaren sich ausschlieBlich aus den Versuchsbedingungen. Die In- 
duktion weder mit derselben Kultur (Tabelle I), noch mit einer konzen- 
trierteren (Tabelle II) ruft weder in den diinnfliissigen, noch in den 
konzentrierten Kulturen eine Zellvermehrung hervor. Der durch- 
schnittliche Induktionseffekt in 17 Versuchen der ersten Serie und in 
11 Versuchen der zweiten Serie betragt 0,1 °%%. 


Tabelle I. 
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Tabelle If. 
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Ti. 

Gurwitsch betrachtet bekanntlich das Blut eines gesunden Organismus 
als eine auBerordentlich starke Quelle der mitogenetischen Strahlen. Deshal! 
stellte ich auch Versuche mit Blut an. Das Blut gewann ich nach der von 
Gurwitsch empfohlenen Methode: das frische Blut wurde auf Filtrierpapier 
gegossen, und nachdem das Papier véllig getrocknet war, wurde es fein 
zerschnitten kleiner Teil davon in etwas Wasser aufgeweicht 
Dieses rubinrote Blut wurde mdéglichst schnell in die Induktionskamme: 
eingefiihrt. Hunde- und Katzenblut entnahm ich wahrend der Operation 
den narkotisierten Tieren, Menschenblut mittels einer Spritze einem ge 
sunden 25jahrigen Manne nach dem Mittagessen und Ruhepause. 


und ein 


Alle Versuche mit eben aufgeweichtem und fixiertem Blute kann 
man in zwei Gruppen teilen: Versuche mit fliissigeren Kulturen, die 
in der Kontrolle nach beendetem Versuch nicht mehr als 3000 Zellen in 
der Thomas-Zeissschen Kammer aufwiesen, und Versuche mit konzen- 
trierteren Kulturen. Wie Tabelle III zeigt, weisen alle Versuche det 
ersten Gruppe einen mehr oder weniger deutlichen 
Effekt auf. — Tabelle IV 
finden wir keine Andeutung auf irgendeine Vermehrung (oder Ver- 
minderung) der Zellen in der induzierten Kultur. 

Einen besonders guten Effekt beobachtete ich bei Hundeblut 
In acht Versuchen war er durchschnittlich 26,3°, und erreichte in 
einzelnen Fallen 50°. Einen besseren mitogenetischen Effekt fand ich 
in den ersten, einen geringeren in den letzten Versuchen. Das erklart 
sich aus der Giite der Maische. Die Maische, welche bei den letzten 
Versuchen verwendet wurde, war anders als gew6hnlich. In ihr bildet 


ausnahmslos 
In den Versuchen der zweiten Gruppe 


sich verhaltnismaBig spat der Schaumring: wenn die Kultur recht dicht 
geworden war und die Zellen sich nicht schnell absetzten, sondern lang: 
in der Maische schwebten. Einen geringen mitogenetischen Effekt zeigt: 
Katzenblut (durchschnittlich in zwei Versuchen 16,1°%,). Einen an 
naihernd gleichen Effekt sehen wir auch bei Menschenblut (durch- 
schnittlich in fiinf Versuchen 17,6°,). Die Versuche mit Katzen- und 
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\lenschenblut wurden mit derselben Maische angestellt, wie die letzten 
Versuche mit Hundeblut, womit sich wahrscheinlich auch der geringe 
\itogenetische Effekt erklart. 

Tabelle III. 
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Durchschnittlich erreicht der mitogenetische Effekt des Blutes b: 
Kulturen, die nach dem Versuch in der Kontrolle nicht mehr al 
3000 Zellen enthalten, 21,5°, (s. Tabelle IIT). Bei den Kulturen, di 
mehr als 3000 Zellen enthalten, erreicht der Induktionseffekt dure! 
schnittlich in acht Versuchen nur 1,5% (s. Tabelle IV, Nr. 1 bis 8 
Es ist méglich, daB die optimale Konzentration der Kultur sehr von de: 
Qualitat der Maische abhaingt. Bei einer Maische kann sie gréBer, bi 
emer anderen geringer sein. 

Auf Grund weniger Versuche kann man Gurwitsch beipflichten 
daB das Blut, welches einige Minuten aufgeweicht gestanden hat, seine: 
stimulierenden EinfluB auf die Hefenvermehrung einbiiBt (Tabelle TV 
Nr. 9 bis 12). 

Nach Gurwitsch behalt das auf Papier fixierte Blut seine mito 
genetischen Eigenschaften 2 bis 3 Tage bei, wenn es an einem trockenen 
und dunkeln Orte autbewahrt wird. Meine Versuche bestatigen dies 
vollkommen. Verwahrt man aber das Papier mit Blut in hermetisc] 
geschlossenen GefiBen selbst am Lichi, so behalt es die Fahigkeit, Hefe 
zur Teilung zu stimulieren, freilich in geringerem MaBe, auch noch nach 
einem Monat. Blut, welches in einem offenen GefaiB, wenn auch in 
Dunkeln, aufbewahrt wird, verliert seine mitogenetischen Eigenschaften 
wahrend dieser Zeitspanne 

Gurwitsch erwahnt unter anderem, daB ,,bei zu langer Exponierung 
der positive Effekt nicht selten in einen Null- oder Minuseffekt iiber- 
geht (Hemmung)* (1934), und fithrt als Beleg eine Reihe von Versuchen 
an, in denen bei Induktion durch Blut im Laufe von 8 Minuten haufig 
ein Nulleffekt und zuweilen auch ein Minuseffekt beobachtet wurde 
(bis 21°). Es ist interessant, daB bei all meinen Versuchen mit den 
verschiedensten Kulturen und verschiedenen Maischen, bei verschiedener 

Dauer des Versuchs (4 bis 17 Minuten) stets entweder ein Plus- oder ein 
Nulleffekt beobachtet wurde. Kein einziges Mal in iiber 70 Versuchen 
beobachtete ich bei Induktionen durch Blut und Hefe einen hedeutenden 
(mindestens um 15°) Minuseffekt. Man muB wohl annehmen, daB in den 
von Gurwitsch angefiihrten Blutversuchen der Minuseffekt nicht durch 
Induktion, sondern durch ungiinstige Wahl der Kammern_ hervor- 
gerufen wurde. 

Im allgemeinen laBt sich auf Grund der Versuche mit Blut fest- 
stellen, daB letzteres bet Induktion in Luft zweifellos Hefe zur Teilung 
stimuliert. 

Zusammenfassung. 

Kine experimentelle Analyse der zweiten Modifikation der Hefen- 
methodik — mit fliissiger Hefe — beweist, daB auch diese Methodik nicht 
vollkommen ist; infolge einer Beeinflussung durch begleitende Neben- 
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iktoren kénnen in den Kontrollversuchen bedeutende Schwankungen 
intreten. Daher kénnen die Versuchsergebnisse in betrachtlichem Mabe 


on einer zufalliigen Gruppierung dieser Faktoren abhangen (Bau der 


Kammer, Fillungsgrad und Fillungsart derselben also alles, was 
das Anhaften, die Senkung, die Adsorption usw. der einzelnen Hefen- 
zellen beeinflussen kann). 

Betrachten wir die Ergebnisse der durchgefiihrten Untersuchung, 
so miissen wir feststellen, daB bei Induktion der Hefe durch Hefe keine 
Wirkung beobachtet wird. Das Fehlen eines positiven Effektes in diesen 
Versuchen kann auch nicht mit der Qualitét der Maische oder der 
Kultur erklart werden. Die meisten Versuche mit Induktion durch Hefe 
wurden gleichzeitig mit solehen durch Blut gemacht, also mit derselben 
Kultur und Maische. Um so deutlicher tritt in meinen Versuchen das 
Vorhandensein der ‘Teilungsstimulierung der Hefe durch Blut hervor. 

Indem ich gepriifte Kammern benutzte, achtete ich namentlich bei 
diesen Versuchen darauf, dal beide, sowohl Induktions- wie auch 
Kontrollkammern, gleich gefiillt wurden und dergleichen. Kein Versuch 
wurde mit nicht kontrollierten Kammern vorgenommen. Wie man sieht, 
ist in jedem Versuch mit frischaufgeweichtem und eben gewonnenem Blut 
und nicht konzentrierter Kultur ein gewisser positiver Effekt vorhanden, 
welcher in einzelnen Fallen 50°, im Durchschnitt 21°, erreicht 
(s. Tabelle IIT). Jedoch wird bei meinen Versuchen dure) Luft auf 2 bis 
3mm Entternung ein chemischer EinfluB des Blutes auf die Hefe nicht 
beseitigt. T'okin (1933) bewies gerade, dal chemische Stoffe, die aus 
Zwiebeln. Meerrettich u. a. ausgeschieden wurden, die Hefenvermehrung 
stimulieren. Zum selben SchluB kam auch Shoucroun (1929), welche die 
Versuche von Magrou (1929) wiederholte, und Seeigeleier durch Bact. 
tumefaciens induziert. 

Um «also endgiiltig eine Entscheidung iiber das Vorhandensein einer 
Induktion im Sinne Gurwitschs bei Versuchen mit fliissiger Hefenkultur 
als Detektor und Blut als Induktor zu treffen, miissen die Versuche so 
angestellt werden, daB erstens der Detektor nicht in einer Kapillar- 
kammer, sondern in einem GefaiB mit Quarzboden (oder Quarzwand) 
liegt und zweitens, daB der Detektor vom Induktor hermetisch ge- 
trennt bleibt. 
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Die Calciumausscheidung durch das Pankreas. 
Von 
Gunnar Agren. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Institut 
zu Stockholm.) 


(Eingegangen am 13. August 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wahrend die Calciumausscheidung in Magen-, Galle- und Darmsaft 
eingehend studiert ist [NVicolaysen (1)], ist der Calciumgehalt des Pankreas 
safts wenig bekannt. Walsh und /vy (2) fanden im Pankreassaft von 
Hunden 9 mg-°,, wahrend Ball (3) Werte von 0,5 bis 2,5 mg-%, un 
abhangig von starker Erhéhung des Serumkalkspiegels nach intra 
venésen Calciumchlorideinspritzungen, erhielt. Ball zog daraus den 


SchluB, daB das Pankreas fiir Calcium nur unbedeutend permeabel ist 
Seine Versuchsbedingungen waren aber nicht die geeignetsten. Dir 
Absicht der vorliegenden Untersuchung war, die Veranderungen des 
Calciumgehalts im Blute und Pankreassaft nach intravenéser Zufuln 
von CaCl, teils mit, teils ohne gleichzeitige Secretininjektionen zu 
studieren. Wenn die Calciumausscheidung durch das Pankreas_ bei 
Secretineinwirkung von Bedeutung war, sollte dies in der Veraénderung 


des Calciumgehaltes im Serum zum Ausdruck kommen. AuBerdem war 


beabsichtigt, die Permeabilitat des Pankreas fiir Caleitum naher zu 
untersuchen. 
Methodik. 


Die Versuche wurden an Katzen unter Chloralosenarkose ausgefiihrt. 
Heubner und Rona (4) gaben als Durchschnittszahl fiir den Serumeaticium- 
gehalt 11,5 mg-°, an, welcher Wert von den hier gefundenen nur wenig 
abweicht. Die Calciumbestimmungen im Blute und Pankreassaft wurden 
nach der Kramer- und Tisdallschen Methode (5) in der Modifikation von 
Stanford und Weatley (5) ausgefiihrt. Der Pankreassaft wurde, wie bereits 
an anderer Stelle mitgeteilt, gesammelt (6). Um eine Sekretion aus dem 
Pankreas zu erhalten, wurde nach einer noch nicht ver6ffentlichten 
Methode hergestelltes Secretin intravenés eingespritzt. Um den reinen 
Pankreassaft nach Secretininjektion zu erhalten, wurde stets die erste 
Portion, die wie bekannt einen Mischsaft darstellt, verworfen und nur das 
Sekret, das so nach Injektion erhalten wurde, benutzt. Zu jeder Calcium. 
bestimmung wurden 5 cem Blut genommen. Die Katzen wurden mit 
gekochtem Fleisch, Fisch und Milch ernahrt. 

Als Durchschnittswert fiir den Calciumgehalt des Serums bei Katzen 
wurde 12,2 mg-% erhalten. Heubner und Rona hatten gezeigt, daB nach 
intravenéser Kinspritzung von 120 mg CaCl, pro kg Kérpergewicht die Cal - 
ciumkonzentration im Serum bei den Katzen nach 6 bis 8 Stunden wieder 
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Caleiumausscheidung durch das Pankreas. 


iormal wurde. Die Calciumwerte muBten in den einzeJnen Zeitpunkten, 
venn gréBere Mengen Calcium wahrend der Secretineinwirkung in den 
arm ausgeschieden wiirden, ¢inen von den Normalkurven abweichenden 
Verlauf aufweisen. Es stellte sich indessen heraus, da wahrend der 
ersten zwei Stunden nach Injektion von 25 bis 100 mg CaCl, pro kg 
Kérpergewicht kein sicherer Unterschied zwischen dem Verlauf der 
Serumcalciumkurven _ bei 

Normalkatzen und Secre- 50 
tinkatzen erhalten werden 
konnte. Dies beruhte wahr- 
scheinlich darauf, daB die 
unter der Secretinwirkung 


& 


—_---— 33 


> 21N 
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in den Darm ausgeschie- 225 
denen Calectummengen im 
Verhaltnis zu den cinge- 2 9 80% & 90M. 
spritzten zu gering waren. Zeit 
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Procentuelle Erhohung 
von Serumbkalk 





Bei Injektionen von Pel tose on Sees eae 
f 4 iach Injektion von 10mg CaCl, 

geringeren Mengen CaCl, pro kg Kérpergewicht. 
dagegen lagen die Calcium- 
werte im Serum bei den Secretinkatzen niedriger als bei den Normal- 
katzen, was in der Abb. 1 deutlich zum Ausdruck kommt. In 
Abb. 1 ist die prozentuelle Erhéhung der Calciumwerte im Serum 
nach Injektion von 10 mg CaCl, pro kg Kérpergewicht wiederge- 
geben. Die Zahlen an den Kurven bezeichnen die Nummern der 
Katzen und die Buchstaben V 
und S normale bzw. Secretin- 
katzen. Bei Zeit 0 wurde die 
Blutprobe entnommen und un- 
mittelbar darauf erfolgte die 
Calciumchloridinjektion. Die 
Wirkung des Secretins auf die 
Sekretion dauerte 40 Minuten. 
Gleiche Ergebnisse erhielten wir 
in weiteren fiinf Versuchen. Abb. 2. Die Blutealeciumkurven bei Nor- 

Wahrend der Versuchszeit soa Sau cae cn ene 
wurden in den Pankreassaft 2 bis 
3mg Calcium, oder in CaCl, umgerechnet, 4,3 bis 7,4 mg ausgeschieden. 
Ahnliche Resultate wurden nach Injektion von 5 mg ( ‘a Cl, pro kg Kérper- 
gewicht erzielt. Die Ergebnisse sind in Abb. 2 wiedergegeben. Die 
Secretinwirkung dauerte hier 30 Minuten. Zehn weitere Versuche 
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zeigten dasselbe Ergebnis. 
In den Pankreassaft wurden wahrend der Versuchszeit gegen 
13mg Calcium, oder umgerechnet in Calciumchlorid, 3,1 mg aus- 
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geschieden. Wie aus Abb. 2 ersichtlich, nahern sich die Calciumwerte b 
den Secretinkatzen den normalen, wahrend die Calciumwerte 
Normalkatzen am Ende des Versuchs noch erhéht sind. Da die 7 
diesen Versuchen verwendeten Katzen alle gegen 2 kg wogen und di 
eingespritzte Calciummenge demnach etwa 10 mg betrug, fehlten etw 
7 mg. Aus den Normaikurven in Abb. 2 geht hervor, daB die Calcium 
werte des Blutes am SchluB des Versuchs etwa 25 °,, erhéht sind. Rechnet 
man mit dem Normalcalciumwert 12 mg-°,, so bekommt man fiir de 
Calciumwert der Normalkatzen im Blute 15 mg-°,, d.h. die fehlende: 
7 mg sind wahrscheinlich infolge Diffusion verschwunden, wahrend b 
den Secretinkatzen die iibrigen 3 mg zum gr6Bten Teil mit dem Pankreas 
saft ausgeschieden scheinen. 


Wie Nicolaysen (1) vor kurzem berichtete, vollzieht sich die Aus 
scheidung von Calcium in den Verdauungskanal nicht in Colon, sonderi 
in den Diinndarm. Bei diesem Proze®B diirfte das Secretin vermutlich 
eine Rolle spielen. 


Wie ich oben erwahnt habe, erhielten Jey und Walsh (2), sowi 
Ball (3) bei thren Untersuchungen tiber den Caleciumgehalt im Pankreas 
saft an Hunden keine iibereinstimmenden Resultate. Ball meint: 
indessen bewiesen zu haben, daB intravenése Einspritzungen von groben 
Mengen Calciumchlorid nur geringe Veranderungen der Calcium 
konzentration im Pankreassaft verursachten. Das Pankreas war also 
fir Calcium nur wenig permeabel. Seine Versuchsbedingungen waren 
jedoch nicht geeignet, dies zu beweisen. 


Die oben ausgefiihrten Untersuchungen zeigten, daB die Calcium 
ausscheidung in den Darm bei Katzen wahrend der Secretineinwirkung 
von Bedeutung war. Es wurde daher die Permeabilitat des Pankreas fii 
Calcium an einer groben Anzahl von Versuchen studiert. Die Versuchs 
methodik war die gleiche wie die bereits oben angegebene. Die Calcium 
konzentration im Pankreassaft wurde gleichzeitig bestimmt, indem ver 


schiedene Mengen Calcium, variierend von 5 bis 40 mg pro kg Korper 


gewicht, gegeben wurden. Die Ergebnisse sind in Tabelle I wiedergegeben 

Aus der tabellarischen Zusammenstellung geht hervor: 

1. Die Calciumkonzentration im Pankreassaft ist immer grébe1 
als im Blute. nahert sich aber bei groBer Sekretionsgeschwindigkeit det 
des Blutes, z. B. Katzen Nr. 22 und 59. 

2. Die Caleitumkonzentration im Pankreassaft ist von der Sekre 
tionsgeschwindigkeit abhangig. Die héchsten Werte findet man, wenn 
die Sekretionsgeschwindigkeit am geringsten ist, z. B. bei Katzen Nr. 17 
18. 60 und 63. Eine Ausnahme bildet Katze Nr. 61, welche trotz groBer 
Sekretionsgeschwindigkeit eine hohe Caletumkonzentration im Pankreas- 
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Calciumausscheidung durch das Pankreas. 


Tabelle I. 





Menge 
CaCly 
Intra- 
venos 


Serumkalh- gv ionzen- Serumkalk 


Sekretions- 
sas konzentration konzentratior 
geschwindig- pine ¥ tration im Sekretions- eageoncy j 
ali i = 


: in mg-* 
‘i “as i g r. ASS ze ; 
keit pro Std. am Schlub Pankreassaft zeit bei Beginn 


mg/kg ecm des Versuchs mg- Min. des Versuchs 


49 6.0 21.70 46.5 55 

40 6,5 24.50 42.0 45 

10 19.0 13,19 5, 59 

10 13,2 16,67 , a | 

10 89 5,0 5 

10 84 

19 9,0 

5 11.3 

10.8 

9.6 

36,0 

60 i 6.0 
61 f 16,5 
63 . 5,8 
64 9,2 
65 9,0 


— So 


30 
30 10,50 
30 10.30 


WwWWwWW he WRN DN 


io 


saft aufweist. Dies beruht darauf, dab die Sekretionszcit nur 15 Minuten 
betragt und die Katzen gleichzeitig eine verhaltnismabig groBbe Calcium- 
injektion erhalten haben. 


3. Das Pankreas voi Katzen ist fiir Calcium permeabel. Dies geht 


auch deutlich aus einem Vergleich, z. B. zwischen Katze Nr. 57 und 
den Katzen Nr. 27 und Nr. 28 hervor. 

Alles dies stiittzt die oben geauBerte Vermutung tiber die Bedeutung 
des Secretins fiir die Caletumausscheidung in den Darm. Als ein weiterer 
Beweis fiir die Permeabilitat des Pankreas fiir Calcium sei nachstehend 
ein Versuch angefiihrt, wo nach intravenéser Einspritzung von 25 mg 
Calcium pro kg Kérpergewicht die Calctumkonzentration des Pankreas- 
saftes wahrend der drei ersten Zehnminutenperioden bestimmt wurde. 


Tabelle II. 


Katze Nr. 71, 25mg CaCl, intravenos. 





Serumkalk- Serumkalk- 

konzen- konzen- 
tration 
i Schlut 


Sekretions- 

geschwin 

Fliissigkeit Zei digkeit 
des 


pro std cs 
. Versuchs 


ecm m mg- 


Blut I 
CaCl, aa 
Pankreas- 
saft I 
Satt I 
oe ae 
Blut II 
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Der Versuch zeigt deutlich, daB8 trotz der groBen Sekretions 
geschwindigkeit die Calciumkonzentration im Pankreassaft 1 am héch 
sten ist, was auf der hohen Calciumkonzentration des Serum bei Begin, 
des Versuchs beruht, und darauf, daB8 die Proben in geringeren Zeit 
abstanden genommen wurden; vergleiche z. B. Katze Nr. 22 in Tabelle | 
Gleichzeitig mit der Abnahme des Calciumgehaltes im Blute sanken auch 
die Caleiumwerte in den Pankreasséften II und III. Dasselbe Resultat 
wurde in mehreren Versuchen erhalten. 


Zusammenfassung. 

1. Bei Noimal- und Secretinkatzen zeigten die Serumkalkkurven 
nach intravenéser Injektion von 5 bis 10mg CaCl, pro kg Kérper- 
gewicht eine sichere Differenz, die eventuell als Funktionsprobe fii 
Pankreas verwendet werden kann. 

2. Die Kalkkonzentration im Pankreassaft ist immer gr6Ber als 
im Blute. 

3. Die Kalkkonzentration im Pankreassaft ist von der Sekretions- 
geschwindigkeit abhangig. 

4. Pankreas von Katzen ist fiir Caleium ziemlich leicht permeabel. 

5. Der Sekretionsmechanismus spielt fiir die Kalkausscheidung in 
den Darm eine Rolle. 

Literatur. 
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Die Harnsiure- und Harnstoffaussonderung durch P ankreas 
und Leber unter der Einwirkung von Secretin. 
Von 
Giunnar Agren. 


Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts 
zu Stockholm.) 


(Eingegangen am 13. August 1935.) 


Uber das Vorkommen von Harnstoff und Harnsaéure im Pankreas- 
sekret ist wenig bekannt. Der Gehalt der Galle an Harnstoff ist unter 
normalen Verhaltnissen bei Mensch, Tier und Rind gering (1). Auch 
nach Nephrektomie steigt die Harnstoffkonzentration nach Fitz und 
Aldrich (2) niemals so, daB die Leber in bemerkenswertem Grade als 
Kompensationsorgan angesehen werden kann. Es diirfte von Interesse 
sein, die Harnstoff- und Harnséurekonzentration in Galle und Pankreas- 
saft unter der Secretineinwirkung bei normalen und erhéhten Werten von 
Harnsaiure und Harnstoff im Blute zu untersuchen. 


Methodik. 


Als Versuchstiere wurden Katzen unter Chloralosenarkose verwendet. 
Blut wurde durch direkte Punktion aus der A. femoralis entnommen. Der 
Pankreassaft wurde in der bereits friiher angegebenen Weise (5) gesammelt. 
Da sich der Bicarbonatgehalt gemaB ball (3) mit der Sekretionsgeschwindig- 
keit andert, wurden die Secretinmengen so variiert, daB fiir jede halbe 
Stunde eine Sekretion entsprechend 6 bis 7 cem n/10 NaOH erzielt wurde. 
Die Galle wurde mittels einer Kaniile aus dem Ductus choledochus ge- 
sammelt. Der Ductus cysticus war stets unterbunden. 

Die Harnsaiure wurde nach der Folin-Wuschen Methode bestimmt, 
wobei in tiblicher Weise Filtrate aus Galle und Pankreassaft gemacht 
wurden. Der Harnstoff wurde mittels der Folin-Wuschen Methode fiir 
Rest-N bestimmt. Die Zufuhr von Harnstoff und Lithiumurat geschah 
durch intravenése Einspritzung. Die Ergebnisse sind aus den nachstehenden 
Tabellen zu erblicken. 


In Tabelle I ist die Harnsaurekonzentration im Blute und Pankreas- 
saft vor und nach der Injektion von 300 mg Lithiumurat wiedergegeben}!. 


Aus der Tabelle geht hervor, daB der Harnsauregehalt des Pankreas- 
safts normal viel niedriger ist als der des Blutes. Bei einer Erhéhung der 
Harnsaurekonzentration im Blute steigt auch die Konzentration im 
Pankreassaft, in diesem Falle mehr als auf das 20fache, erreicht aber 


niemals denselben Wert wie im Blute. 


1 Das Seeretin wurde nach einer noch nicht ver6ffentlichten Mechode 
dargestellt. 
24* 
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Tabelle I. Injektion von Lithiumurat. 
Katze Nr. 3, Gewicht 4,5 kg, 0,5 mg Secretin jede 10. Minute. 





Harnsdure- 
konzentration 


mg-"!9 mg-' 


Menge Rest-N 


Fliissigkeit Zeit 
in ecm 

Pankreassaft ..... . | 10530'—1100’ 6,3 0,09 
Blut . ne ee ae 1105’ 5,0 0,75 30.0 
Injektion von Lithiumurat £110" 
Pankreassaft ..... . || 11815’—11»45’ 6,2 2,1 

2 s+ « » oe Hee 6 6.2 0.5 

‘ Age . | 12 15—12 45 6,4 0,4 
EO cy neon tie tery oF 1245’ 5.0 5.0 


Tabelle II zeigt einen ahnlichen Versuch, jedoch mit Harnsaure- 
bestimmungen sowohl in der Galle als auch im Pankreassaft. Es wurden 
180 mg Lithiumurat eingespritzt. 


Tabelle Il. Injektion von Lithiumurat. 


Katze Nr. 4, Gewicht 2,7 kg, 0,5 mg Secretin jede 10. Minute. 





Harnsiure- 


Menge konzentration 


Fliissigkeit Zei 
eae Zeit In ecem 


mng-9/9 


Penmwoemern ... 2.46 «<i ws 10200'—10430' 1,8 0,08 
Galle .. as ed rr 19 00 —10 30 ; 0,80 
Peawresmeait .. 6. we ts 10 30 —11 00 8 0,08 
tern ee Re ee 4 10 20—11 00 3 0,75 
eaten CS Ph Ae 1100’ 5, 0,80 
Injektion von Lithiumurat. . . 11 15 

Papkreameft . . 6 6k i a Ss 11515’—1145’ 6.6 1,80 
RE ees ee ey ter ee 11 15—11 45 0.6 3,2 
Pamermeneelt 2. «6 s.gw 4 aks 11 45—12 15 6,8 0,6 
RR nis en aka igs a pe Rante re 11 45—12 15 0,4 2.0 
Pankvesmatt . . . ns 05s ees 12 15—12 45 6,7 0,3 
eS ey Ca te ens 12 15—12 45 0.6 1,6 
Mere: i pe ahs eee 1245’ 5,0 6,3 


Die Ergebnisse stimmen in bezug auf Pankreassaft mit denjenigen 
der vorhergehenden Versuche iiberein. Die Zunahme der Harnsaure im 
Serum ist von einer ahnlichen Zunahme im Pankreassaft begleitet. Die 
normale Konzentration der Harnsaure bleibt konstant. Es diirfte keine 
Ausscheidung der in der Driise gebildeten Harnséiure vorliegen, die 
Harnsaure kommt vielmehr auch unter normalen Verhaltnissen aus dem 
Blute. Der normale Harnséuregehalt der Galle ist etwa in gleicher Héhe 
mit dem des Blutes. Bei einer Erhéhung der Harnsaiurekonzentration 
im Blute steigt auch die Konzentration in der Galle, erreicht aber, 
ebensowenig wie die des Pankreassafts, niemals die des Blutes. Ver- 
glichen mit dem Pankreassaft, ist die Konzentration der Harnsaure in der 
Galle, sowohl bei normalen wie bei erhéhten Harnsaurewerten im 
Blute, héher. 
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Harnsaure- und Harnstoffaussonderung durch Pankreas und Leber usw. 365 


In der Tabelle III ist der Reststickstoffgehalt in Blut und Pankreas- 
saft vor und nach Injektion von 300 mg Harnstoff wiedergegeben. 

Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB der Reststickstoft im Pankreas- 
saft normal viel niedriger ist als im Blute. Bei Zunahme des Rest- 
stickstoffs im Blute steigt auch die Konzentration im Pankreassaft. 
Wahrend der Reststickstotf im Blute um 22°, zunimmt, steigt er im 
Pankreassaft um mehr als das Doppelte. 


Tabelle III. Injektion von Harnstoff. 


Katze Nr. 8, Gewicht 3,2 kg, 0,5 mg Secretin jede 10. Minute. 





Menge Rest-N 


Flissigkeit Zeit 
in ecm 
Pankro@emtt . . «ss ss et 10630/—11500' 
ee AR ire bi ee 1100’ 
Injektion von Harnstoff 5 
Pankreassaft ........ 5’ f 6.5 
6.5 
* Ae eae ao 6,2 
RE Cyh5t of! gc: 5) “lnouce Greek ia 3415’ 5.0 


Tabelle IV. Injektion von Harnstoff. 
Katze Nr. 10, Gewicht 2,5 kg, 0,8 mg Secretin jede 10. Minute. 





" , - may Menge Rest-N 
Fliissigkeit Zeit in eem 0 
mg-"/o 


Pankeeaeeatt =, 3. 5 6 eo. 12530’—13500' 7) 3,68 
OU Ss ee eS ea 12 30 —13 00 6 27,10 
| eS eee : 13200’ 5,0 33,50 
Injektion von Harnstoff 

Pankreassaft ........ Bh 1 : 25,80 
a ere eee i 3 15—13 & ; 44.53 
OT 2g ae re ae ey cer 3430’ 5, 150,12 


Tabelle IV zeigt einen ahnlichen Versuch, jedoch mit Reststickstoff- 
bestimmungen sowohl in der Galle als auch im Pankreassaft. Injektion 
von 10 cem 10° iger Harnstofflésung. 

Hinsichtlich des Pankreassaftes stimmen die Resultate mit den- 
jenigen der vorhergehenden Versuche tiberein. Die Zunahme des Rest- 
stickstoffs im Blute hat eine ahnliche Zunahme im Pankreassaft zur 
Folge. 

Normal liegt der Reststickstoffgehalt des Pankreassaftes im gleichen 
Niveau mit dem des Blutes. Bei einer Zunahme des Reststickstoffs im 
Blute steigt auch die Konzentration in der Galle, erreicht aber ebenso 
wie die des Pankreassaftes niemals die des Blutes. Verglichen mit dem 
Pankreassaft ist die Konzentration des Reststickstoffs in der Galle 
sowohl] bei normalen als auch erhéhten Reststickstoffwerten im Blute 
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héher. Die Zunahme des Reststickstoffs im Pankreassaft ist jedoch vie! 
J 


groBer als die in der Galle. 

Aus der Untersuchung geht also hervor, daB weder d.e Pankreas 
druse noch das Lebergewebe fiir Harnséure oder Harnstoff unbeschrankt 
permeabel ist. Die Konzentration dieser Stoffe in Galle und Pankreas 
saft sind niedriger als im Blute und groBe Steigerungen der Konzen- 
trationen im Blute entsprechen nicht véllig ebenso groBen Steigerungen 
in den Sekreten. Andererseits sind die gesamten Mengen der stickstoff- 
haltigen Abbauprodukte, die wihrend der Secretinwirkung durch Lebe1 
und Pankreas passieren, nicht so gering, als daB ihre Fortschaffung nicht 
eine Erleichterung in der Arbeit der Nieren bedeuten wiirde. 


Zusammenfassung. 


Harnsiure und Reststickstoff wurden in Pankreassaft und Galle 
in Mengen wiedergefunden, die zwischen 1/5 der Konzentration und 
derselben GréBe wie im Blute variierten. Intravenése Injektionen von 
Harnsaure und Harnstoff in hinreichend groBen Mengen, um die Konzen- 
tration im Blute stark zu erhéhen, verursachten auch in Galle und 
Pankreassaft eine bedeutende Zunahme dieser Stoffe. Pankreas und 
Leber waren demnach fiir Harnsaéure und Harnstoff ziemlich permeabel. 


Literatur. 
1) Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. 3, 885, 1927. — 2) Fitz u. Aldrich, 
J. Amer. Med. Assoc. 79, 2129, 1922. — 3) EH. Ball, J. of biol. Chem. 86, 
462, 1930. 4) G. Agren, Skand. Arch. f. Physiol. 70, 1934. 5) Wilander 
u.Agren, diese Zeitschr. 250, 489, 1932. 
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Die cyclischen Verainderungen im Leberglykogen von Ratten 
nach Nebennierenexstirpation. 
Von 
Gunnar Agren. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts 


zu Stockholm.) 
(Eingegengen am 15. August 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


+ . r , 

Uber die Ursachen der von Forsgren (1) entdeckten und spater 
in Zusammenarbeit mit Agren, Wilander und Holmgren (2) naher 
studierten cyclischen Verdinderungen im Leberglykogen ist sehr wenig 
bekannt. Schon von Anfang an wurde ein Zusammenhang zwischen 
diesen Verainderungen und der Einwirkung gewisser Hormone auf den 
Glykogengehalt in der Leber vermutet. 

Forsgren, Holmgren, Wilander und Agren (3) (4) zeigten, da Insulin 
keine bemerkenswerte Einwirkungen auf den Glykogengehalt der Leber 
hat und auch nicht direkt in die rhythmische Tatigkeit der Leber eingreift. 
Dies wurde auch spiter durch die direkten Leberfusionsversuche von 
Nielsen (5) bestatigt. Die Kenntnis der cyclischen Variationen im Glykogen- 
gehalt der Leber erwies sich bedeutungsvoll fiir die Standardisierung von 
Insulinpraparaten. Agre n, Wilander und J orpes (6) zeigten namlich, daB die 
Krampfdosis des Insulins waihrend der Glykogenmaxima und -minima ver- 
schieden war. Da cyclische Veranderungen in der Tatigkeit der Leber 
auch beim Menschen gefunden wurden, ergab sich, da die Kenntnis 
dieser Verhaltnisse fiir die GréBe und fiir die Zuteilung der einzelnen Insulin- 
mengen pro Tag fiir die Therapie von Bedeutung ist (Tillgren u.a.). 
H.v. Euler und Holmgqvist (7) nehmen einen Zusammenhang zwischen den 
Schwankungen der Leberglykogenmenge und der Adrenalinsekretion an. Sie 
fanden eine vermehrte Adrenalinsekretion gleichzeitig mit einem niedrigen 
Glykogengehalt in der Leber. Ob die gesteigerte Adrenalinproduktion 
auf einer gesteigerten Muskelaktivitat beruhte, welche gleichzeitig vor- 
handen war, oder ob die gesteigerte Muskelaktivitat eine vermehrte Adrena- 
linsekretion herbeifChrte, war unmdéglich zu entscheiden. 

Es gibt indessen in den Nebennieren ein anderes Hormon, das, wie 
sich zeigte, fiir die Glykogenmenge in der Leber eine grobe Rolle spielt. 
Die Mitwirkung des Cortins beim Kohlenhydratstoffwechsel wurde u. a. 
von Britton und Silvette (8) (9) aufgeklart. Es wurde die Bedeutung des 
Cortins fiir die Fahigkeit der Leber Glykogen aufzubauen nachgewiesen. 
Bei Diabetikera fand Mdllerstrém (10) periodische Schwankungen des 
Kohlenhydratgehaltes im Blute wieder. Es war daher von Interesse 
zu sehen, ob der Glykogenzyklus nach Exstirpation der Nebennieren 
nachgewiesen werden kénnte. 
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Als Versuchstiere wurden Ratten verwendet. Es wurde die von 
Widstrom (11) ausgearbeitete Methodik zur Standardisierung vor 
Cortinextrakt an nebennierenexstirpierten Ratten benutzt. Die Method: 
griindet sich im kurzen darauf, daB man die Temperaturresistenz bei 
cortingespritzten Ratten und Kontrolltieren nach Nebennierenexstir 
pation vergleicht. Im allgemeinen wurden die Tiere etwa 6 Tage nach 
der Operation, wenn die Nebenniereninsuffizienz ausgesprochen war, 
mittels Dekapitation getétet. Nach der Abkihlung durften sich die 
Tiere etwa 10 Stunden erholen. Die Tiere hatten wahrend des Versuchs 
gentigend Nahrung. Das Glykogen wurde nach der bereits angegebenen 
Methode (3) in der gesamten Leber bestimmt. Es wurden insgesamt 
43 Tiere untersucht. Das Ergebnis ist in nachstehender Tabelle zu- 
sammengestellt. 





Glykogen Glykogen 

in der in der 

Glykogen she on Glykogen ee 

in der Leber Zeit Tier- | Leber- in dey Leber 
Leber pro 100 g ‘ gewicht gewicht Le : pro 100g 
eber Kérper- veber | Korper- 
gewicht gewicht 


mg mg mg mg 


Tier- Leber- 
gewicht gewicht 


178.5 : 0 193,7 ) 5,0 
153,2 Rs ¢ 58,5 s2e 0 
65.0 75,4 sc 0) 
a 3 90,0 | 5,23 0 
159,5 3,0 5 130,2 4 

181,0 | 6, 0 2° 142.0 6,28 15 
150,5 | 6, 0 85,8 51; 0 
170.0 3,85 ‘ 2 112,5 ) 

154,7 | 6,65 0 2 113,5 80 0 
160,0 f 0 22 121,5 | 5,20 0) 
184.5 | 6,5 5, 2,7 oe 212.0 12 0 
125,2 | 6,3 0 y 162,7 | 5,3: 0 
119,0 | 5, 0 155.4  5,3% 0 
142.6 5,68 0 163,6 ),07 0 
166,0 | 6,72 0 192,0 7, 0 
1523 é 0 180,9 1,07 5,2 
145,5 | 5,06 0 175,5 3,85 3.0 
132.8 | 6,7 0 145.0 5,65 1,5 
160,8 | 7,2 0 2403 8 10.2 
115,3 | 6, 0 0 2005 665 0 
185,0 | 5,98 2,5 1,3 1206  4,¢ 3,5 
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Wie man sieht, ist die Leber wihrend des ganzen Tages so gut wie 
glykogenfrei. Es wurde keine Periodizitat gefunden. Die cyclischen 
Veranderungen im Leberglykogen hangen also mit der Tatigkeit der 
Nebennieren zusammen. Die Frage ist nur, welche der beiden Hormone, 
Adrenalin oder Cortin dabei die Hauptrolle spielt. 

Gaunt (12) (13) wies nach, daB Ratten neben den standig vor- 


kommenden eingestreuten Inselchen von Nebennierenmark so gut wie 





mm 
Gew 
Scho 
satol 
stehe 
wulrc 
such 
fiihrt 
suffi 
aber 
zient 
erga! 
dise] 
Lebe 
vers 
Zusa 
Cort 
niere 
Vera 
geha 


mog! 


nach 
rung 
Ratt 
Ratt 


G. A 
1929 
eben 
O.W 
A.H 
erin 
10). 
vero 
13) J 


qvist 


Leberglykogen von Ratten nach Nebennierenexstirpation 369 


mmer auch auberhalb der Nebenniere Rindengewebe haben. Dies 
Gewebe hypertrophiert und kann dadurch die Insuffizienz beheben. 
Schon ein paar Tage nach Operation und bis zur eintretenden kompen- 
satorischen Hypertrophie waren die Tiere cortininsuffizient. Vor- 
stehende Untersuchung 
wurde unter solchen Ver- . 
suchsbedingungen ausge- 8200} * 

~N 
fiihrt, daB die Tiere cortinin- = §& a / hie 
suffizient, wahrscheinlich Sm —_ ie 
aber nicht adrenalininsuffi- S 





oo waren. Als Re: ‘ ‘ 
zient waren. Als Resultat  § a i a a 


e 


ergab sich, daB die perio- Zeit 


dischen Veranderungen im Die Glykogenkurve wahrend 24 Stunden 
Leberglykogen _ vollstandig 1 et 
verschwunden waren. Ein 
Zusammenhang zwischen der 
Cortinproduktion der Neben- 
nieren und den cyclischen 


3 


Veranderungen im Glykogen- L 
. ee —— 
gehalt der Leber ist daher 0 2% 6 @ UW 2 & & DB OD amd 


mg biykogen/ tog horvergen 


méglich. / : é 
Zum Vergleich werden i manasa 

nachstehend die Verande- 

rungen des Glykogengehalts wahrend 24 Stunden, teils bei normalen 

Ratten nach Holmqvist (14), Abb. 1, teils bei nebennierenexstirpierten 

Ratten, Abb. 2, wiedergegeben. 


Zusammenfassung, 


Bei Ratten kénnen nach Nebennierenexstirpation die periodischen 
Veranderungen im Glykogengehalt der Leber nicht nachgewiesen werden. 
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Studien iiber die Acetylcholinempfindlichkeit 
und die Geschwindigkeit der Acetylcholinspaltung durch Blut 
beim Menschen. 
Von 
G. Ingvarsson. 
(Aus der Abteilung des Koénigl. Pensionsamtes fiir Nervenkranke am 
Malméer Allgemeinen Krankenhaus.) 


(Eingegangen am 19, August 1935.) 


Ellis und Weiss (1) wie auch Govaerts und van Dooren (2) haben 
gefunden, da die Acetylcholinempfindlichkeit des Menschen bei ver- 
schiedenen Individuen héchst verschieden ist. Gelegentlich mehr- 
jahriger Studien iiber die Acetylcholinempfindlichkeit bei sogenannten 
Neurosen habe ich dieselbe Erfahrung wie die genannten Autoren 
gemacht. Wie sich diese Empfindlichkeit auf verschiedene neu- 
rotische Zustande verteilt, werde ich in einer spater erscheinenden 
Arbeit mitteilen. Die allgemein bekannte Tatsache, daB sich das 
Acetylcholin bei Berthrung mit Blut oder Gewebefliissigkeit schnell 
in das 100000mal weniger wirksame Cholin und Saure spaltet (Dale, 
Loeut und Mitarbeiter, Galehr und Plattner, Matthes u.a.m.), fiihrt zu 
der Frage, ob die ungleiche individuelle Empfindlichkeit mit dieser 
Acetylcholinspaltung im Blute in irgendeinem Zusammenhang steht. 

Galehkr und Plattner (3) haben auch, ihren Angaben nach, bei ihren 
Untersuchungen gefunden, da Blut von verschiedenen Versuchspersonen 
individuelle Variationen in bezug auf die Spaltung aufweist, welche auBerhalb 
der Fehlergrenzen der Methoden liegen. Sie geben jedoch keine Zahlen an. 
Govaerts, Cambier und van Dooren (4) haben die Geschwindigkeit, mit 
welcher Acetylcholin durch Blut acetylcholinsensibler und durch Blut 
acetylcholinresistenter Personen gespalten wird, verglichen. Sie fanden 
jedoch keinen Unterschied in der Spaltungsgeschwindigkeit. Ihre Methode 
war folgende: Citratplasma wurde einer Lésung von Acetylcholin in physiolo- 
gischer Kochsalzl6sung zugesetzt. Nach 1 bis 10 Minuten wurde dann die 
Lésung einem chloralisierten Hunde intravenés eingespritzt, dessen Blut- 
druck graphisch registriert wurde, wobei die durch das Acetylcholin hervor 
gerufene Senkung des Blutdrucks als Indikator verwendet wurde. 

Da Galehr und Plattner individuelle Variationen in der acetylcholin- 
spaltenden Fahigkeit des Menschenblutes gefunden haben, wahrend 
Govaerts, Gambier und van Dooren keinen Unterschied finden, obgleich 
sie die Falle in acetylcholinsensible und acetylcholinresistente eingeteilt 
haben, habe ich unter Anwendung der von Galehr und Plattner an- 
gewandten Methode die Acetylcholinspaltungsgeschwindigkeit mit 


teils acetylcholinresistenten und teils augenscheinlich acetylcholin- 
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sensibeln Versuchspersonen entnommenem Blute nochmals verglichen. 
Im Zusammenhang mit diesen Untersuchungen habe ich auch Unter- 
suchungen tiber die Acetylcholinspaltungsgeschwindigkeit bei Zusatz von 
Blut gemacht, das entnommen worden ist, teils bevor und teils un- 
mittelbar nachdem die Versuchsperson der Einwirkung von Acetylcholin 
ausgesetzt worden ist. 


Bei den Versuchen iiber die Acetylcholinempfindlichkeit wurde das 
Acetylcholin kontinuierlich intravenés gegeben, und zwar in einer Dosis 
von 0,2 mg pro kg in der Minute; wenn keine Wirkung eintrat, wurde die 
Dosis alle 4 Minuten sukzessive auf 0,4, 0,6, 0,8, 1,0 und ausnahmsweise 
1,2 mg pro kg in der Minute gesteigert. Dabei hat sich bisweilen heraus 
gestellt, daB, wenn man mit einer gewissen Dosis eine gelinde Wirkung 
erreicht und dann die Injektionszeit ausgedehnt hat, die hervorgerufene 
Wirkung trotz der fortdauernden Injektion betrachtlich abgenommen hat 
oder voéllig verschwunden ist. Fiir eine Gewé6hning gewisser Versuchs 
personen an Acetylcholin spricht auch der folgende Fall. In einem Falle 
von Embolia art. centr. retinae wurde zu therapeutischem Zwecke Acety]- 
cholin nach der oben skizzierten Methode intravenés gegeben, bis Wirkung 
erzielt wurde. Das Intervall zwischen der ersten und der zweiten Injektion 
betrug 24 Stunden und dasjenige zwischen der zweiten und der dritten 
48 Stunden. Bei der ersten Injektion reagierte die Patientin auf die Dosis 
1 mg pro kg in der Minute, bei der zweiten aber erst auf die Dosis 1,2 me 
und bei der dritten, wo also 48 Stunden seit der vorhergehenden Injektion 
verflossen waren, wieder auf die Dosis | mg. Die Patientin wurde ein halbes 
Jahr spaiter wegen einer neuen Embolie wieder ins Krankenhaus auf- 
genommen, und es wurde ihr aufs neue in derselben Weise Acetylcholin 
gegeben. Auch diesmal wurde das Acetylcholin dreimal intravends gegeben, 
mit einem Intervall von 24 Stunden zwischen der ersten und der zweiten In- 
jektion und von 48 Stunden zwischen der zweiten und der dritten. Auch jetzt 
reagierte sie das erste und das letzte Mal auf 1 mg pro kg in der Minute, 
das zweite Mal aber erst auf 1,2 mg. DaB die Reaktionsdosis beide Male 
groBer war als die Injektion nach 24 Stunden wiederholt wurde, findet seine 
natirliche Erklarung in der Gew6hnung der Patientin an das Acetylcholin 
durch die erste Injektion. Diese Desensibilitat bleibt im fraglichen Falle 
24 Stunden bestehen, ist aber nach ferneren 48 Stunden verschwunden. 


Zur Untersuchung der Acetylcholinspaltung durch Blut wurde 
eine Acetylcholinlésung mit Blut versetzt, die durch das Blut bewirkte 


Spaltung dann durch Zusatz von Trichloressigsiure abgebrochen und 
nach Verdiinnung und Filtration die zuriickgebliebene Acetylcholin- 


menge biologisch titriert. 


Die Zeit, wahrend welcher das Blut das Acetylcholin spalten sollte, 
wurde einerseits so lang gewahlt, daB solche zeitliche Fehlerquellen eliminiert 
wurden, die durch den Zusatz vom Blute und durch das Umschiitteln bis 
zur gleichmaBigen Verteilung desselben in der Acetylcholinlosung und ferner 
durch den Zusatz der Trichloressigsaiure und das wiederholte Umschutteln 
bis zur gleichmaBigen Verteilung entstehen. Andererseits war die Zeitdauer 
so kurz zu bemessen, da8 die nach der Abzapfung eintretenden Veranderungen 
im Blute méglichst gering wurden. Aus diesen Griinden ist fiir die Einwirkung 
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des Blutes eine Zeitdauer von 5 Minuten gewahlt worden. Die genannten, au 
die Reaktionszeit beziiglichen Fehlerquellen sind dann in der Tat ohne Be 
deutung. Das Blut Venenblut, ohne Stauung entnommen wurd: 
der blutisotonen Acetylcholinl6sung unmittelbar nach der Punktion zu 
gesetzt. Die zur Verwendung gekommene Acetylcholinlésung enthielt 
0,1 mg Acetylcholinjodid pro cem, gel6st in m/15 Phosphatpufferl6sung nach 
Sorensen vom px 7,2, der NaCl zur Erlangung von Blutisotonie zugesetzt 
worden war. Die hierzu erforderliche Menge NaCl, 0,55 g/100 cem, wurd 
kryoskopisch bestimmt. Hierdurch wird das py wahrend der Spaltung 
des Acetylcholins beibehalten. Die Rechnung zeigt, daB unter diesen Ver- 
suchsbedingungen py héchstens bis auf 7,17 sinken wiirde. Die Verlang- 
samung der Reaktionsgeschwindigkeit, die durch vermehrte Aziditat ver 
ursacht wird (Galehr und Platiner) und die von Bedeutung ist, wenn es 
sich um einen enzymatischen ProzeB handelt, ist also hier eliminiert. 

Kine andere Fehlerquelle, die wahrend der Versuche zum Vorschein 
kam, war, daB die Trichloressigsdiure in den anfangs verwendeten Dosen die 
Reaktion nicht abbrach. Wenn unmittelbar titriert wurde, erhielt ich einen 
héheren Wert als nach 4 bis 5 Stunden. Erst wenn die Konzentration der 
Trichloressigsiure in der Acetylcholinl6sung 8°, betrug, verschwand dieser 
Fehler. Da Dale und Dudley (5) gezeigt haben, daB durch die Anwesenheit 
von 5% Trichloressigsaure in 19 Stunden 60 °, der Acetylcholinlésung zerstort 
werden, habe ich eine Serie von 12 Blindproben gemacht, in denen Blut durch 
physiol. NaCl ersetzt wurde, um zu ermitteln, ob unter meinen Versuchs- 
bedingungen die Trichloressigsaure das Acetylcholin zerstért. Aus Tabelle I] 
geht hervor, daB die ganze Acetylcholinmenge wiedergefunden worden ist. 
Im einzelnen sind die Versuche mit Riicksicht auf das oben Erwahnte in der 
folgenden Weise ausgefiihrt worden. 

2 cem der beschriebenen Acetylcholinlésung, enthaltend 0,1 mg Acety1- 
cholinjodid pro cem, wurden mit 20 cmm Blut versetzt und die Mischung 
umgeschiittelt. Temperatur wahrend der Versuche 20°. Nach 5 Minuten 
wurde 1 cem 25° ,ige Trichloressigsaurelésung hinzugesetzt. Nach Zusatz 
von lecem physiol. NaCl erfolgte Filtration. 1 cem der Losung wurden 
auf das 100fache verdiinnt und diese Lésung dann an einem iiberlebenden 
Meerschweinchendarm titriert. Gleichlaufend wurden die vorher  ge- 
nannten Blindproben mit physiol. NaCl anstatt mit Blut ausgefiihrt. 

Die biologische Titration wurde am Meerschweinchendarm in 20 ccm 
Tyrodel6sung mit pu 7,1 ausgefiihrt, bei welcher Aziditat, wie Ahlgren (6) 
gezeigt hat, das Acetylcholin guten Darmeffekt gibt. Als Vergleichslosung 
wurde eine Acetylcholinjodidlésung 1: 2000000 verwendet. Bei der Titra- 
tion wurde das von Page und Schmidt (7) angewandte Verfahren verwendet, 
d. h. es wurde die Dosis der unbekannten Lésung gesucht, die denselben 
Ausschlag wie eine bekannte Acetylcholindosis gibt. 

Zuerst ist eine Serie von 11 Bestimmungen mit Blut von ein und 
derselben Person ausgefiihrt worden (Tabelle I). Die Zahlen dieser 
Tabelle geben die nach der Einwirkung des Blutes zuriickgebliebene 
Menge Acetylcholin in Prozenten an. Wie zu ersehen ist, wurden im 
Durchschnitt 49°, wiedergefunden, wobei der mittlere Fehler fiir jede 

inzelne Beobachtung — 3 und fir die ganze Serie 1 ist. 

Aus den vorgenommenen Blindproben (Tabelle II) geht hervor, 


daB die ganze Acetylcholinmenge wiedergefunden wurde. Man hat also 
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Tabelle I. Wiedergefundene 
Quantitat der urspriinglich 
vorhandenen Acetylcholin- 
menge bei Spaltungsversuchen 
mit Blut, das ein und der- 
selben Person entnommen 
worden ist. 


Tabelle Il. Wiedergefundene 
Quantitat der urspriinglich 
vorhandenen Acetylcholin- 
menge in Prozenten, wenn 
physiologische Kochsalz- 
ldsung statt Blut hinzugesetzt 
worden ist. 





Nicht gespaltene 


Versuch Acetylcholinmenge 


Nr. 


50 
48 
Mittel: 49 
6 \9 
E + 1 


Tabelle 


Zuriickgebliebene 
Acetylcholinmenge, 
teils 


Quantitat 
nach 
acetylchotinsensiblen 

Personen entnommen 


der urspriinglich 
Spaltungsversuchen mit 
und 
worden ist, in 


Wiedergefundenes Acetylcholin 
in °, der urspriinglich vor- 
Nr. handenen Acetylcholinmenge 


Versuch 


103 
107 
104 
100 
100 
100 
101 
104 

97 
100 

99 

93 


Mittel: 101 


EES. 


vorhandenen 
Blut, das 
teils acetylcholinresistenten 


Prozenten. 





Versuchs- 


teaktionsdosis 
person 


Ausgangswert 


Frequenz der Pulsschlige 


Vom Blute nicht 
respalten¢ 
Acetylcholinmenge 


Reaktions wert 


Acetylcholinsensible Versuchspersonen. 


0,4 
0.4 
0,4 
0.4 
0.4 
0,4 
0,4 


109 
SO 
106 
US 
82 
SS 
GQ? 


Mittel: 


Acetylcholinresistente Versuchspersonen. 


0.6 84 
0.6 65 
0.8 64 
1.0 64 


R65 
70 
70 
66 
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mit keinem Verlust von Acetylcholin wahrend der Ausfiihrung de: 
Proben zu rechnen. 

In der Tabelle III sind 11 Falle, teils acetylcholinsensible und teils 
acetylcholinresistente, aufgefiihrt, unter Angabe der nach Einwirkung 
vom Blute der Versuchsperson wiedergefundenen Quantitat der urspriing- 
lich vorhandenen Acetylcholinmenge. Als acetylcholinsensible wurden 


solehe Versuchspersonen aufgefiihrt, die auf die Dosis 0,4 mg pro kg und 


Minute mit einer Steigerung der Frequenz der Pulsschlige um minde- 
stens 15 pro Minute und dunkler Gesichtsréte kraftig reagierten, und 
als acetylcholinresistente solche, die bei einer gréBeren Dosis eine 
Steigerung der Frequenz der Pulsschlage um weniger als 6 pro Minute 
und eine unbedeutende Gesichtsréte aufwiesen. Die Art und Weise, in 
der die Versuchspersonen auf diese Zufuhr reagierten, bestand namlich in 
allen Fallen vor allem in einer Steigerung der Frequenz der Pulsschlige 
und in Gesichtsréte. Die Blutdruckreaktion ist dagegen inkonstanter 
gewesen. Aus den Zahlen der letzten Kolumne geht hervor, daB das Blut 
in simtlichen Fallen das Acetylcholin in durchschnittlich gleichem Aus- 
mab und innerhalb der Fehlergrenzen gespalten hat. Der Durchschnitts- 
wert der wiedergefundenen Mengen Acetylcholin in der Gruppe mit 
starker Reaktion ist derselbe wie in der Gruppe mit schwacher Reaktion. 

Es ergibt sich also, da& die individuellen Verschiedenheiten in der 
Xeaktion auf Acetylcholin nicht darauf zuriickzufiihren sind, daB das 
Blut der Betreffenden das Acetylcholin mehr oder weniger schnell 
spaltet, welches Ergebnis die von Govaerts, Cambier und van Dooren 
gewonnenen Resultate stiitzt, sondern wir miissen sie in dem Zustand des 
peripheren Angriffspunktes suchen. 

In der Tabelle LV sind solche Falle aufgefiihrt, die in Hinsicht auf die 
Acetylcholinsensibilitét titriert worden sind, bei denen aber, nachdem 
eine Reaktionsdosis erreicht worden ist, die hervorgerufenen Acetyl- 
cholinsymptome, trotz fortgesetzter Injektion dieser Dosis, wieder 
ganz oder wenigstens annéhernd verschwunden sind. In der zweiten 
Kolumne finden sich die Resultate der Spaltungsversuche, die vor der 
Einwitkung des Acetylcholins ausgefiihrt worden sind, und in der dritten 
Kolumne finden sich die nach dieser Einwirkung gewonnenen Resultate. 
Aus den Zahlen geht hervor, daB in beiden Fallen die Halfte zerstért 
worden ist. Der Durchschnittswert der Zahlen der zweiten Kolumne ist 
50,7 — 0,7 und derjenige der Zahlen der dritten Kolumne 51 —- 0,7. 
welche Ubereinstimmung als statistisch sichergestellt zu betrachten ist. 
Aus der Untersuchung geht also hervor, dab nach der Acetylcholin- 
injektion keine Anderung in der Fahigkeit des Blutes, das Acetylcholin 
zu spalten, eintritt. 

Die abnehmende Wirkung des Acetylcholins wahrend der fort- 
dauernden Injektion und die schwachende Wirkung einer vorher- 
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vehenden Injektion auf 
eine nachfolgende, Er- 
scheinungen, die, wie in 
der E-nleitung erwahnt, 
ineinigen Fallen von mir 
beobachtet worden sind, 
also. nicht 
darauf, da der <An- 
griffspunkt des Acetyl- 
cholins der Einwirkung 


beruhen 


ungleich groBer Acetyl- 
cholinmengen 
setzt indem 
Blut mehr oder weniger 
Acetylcholin 
hat. Die erwahnte Er- 
scheinung ist also auf 


ausge- 
wird, das 


gespalten 


eine Veranderung des 


Zustandes des _ peri- 


pheren Angriffspunktes 


zuruckzufiihren, sei es, 
daB dies eine lokale 


Erscheinung oder eine 
zentralnervése Regula- 


tion ist. 


Zusaminenfassung. 


Bei einer, unter An- 
wendung einer Methode 
nach dem von Galehr und 
Plattner 
Prinzip, 
Untersuchung tiber die 
Geschwindigkeit, mit 

Acetylecholin 
Blut 


angewandten 
ausgefiihrten 


welcher 


durch gespalten 


Tabelle IV. Vergleich zwischen 
cholinspaltung durch Blut 
nach Acetylcholinwirkung. 


Acetyl- 
vor und 
wiesen 

tiick- 
Wie zu 


ersehen ist, sind in den meisten Fallen Doppel- 


(Die betreffenden Versuchspersonen 


wahrend fortgesetzter Injektion einen 


gang der Acetylcholinsymptome auf.) 


proben ausgefiihrt worden. 





Wiedergefundenes Acetylcholin 
in der urspriinglich vorhandenen 
Acetyleholinmenge 


vor der Injektion nach der Injektion 


50 50 


50 45 


26 ; 50 
49 


50,7 


Mittel: 


wird, das einerseits teils acetylcholinsensiblen und teils acetylcholinresi- 
stenten Personen und anderérseits den betreffenden Versuchspersonen vor 
und nach Einwirkung von Acetylcholin entnommen worden ist, findet 
der Verfasser keinen Unterschied beziiglich der Spaltung. Die Erklarung 
der ungleichen individuellen Acetylcholinempfindlichkeit und der bei 
gewissen Individuen eintretenden Schwachung der bei kontinuierlicher 
intravendser Injektion durch die kleinste wirksame Dosis Acetylcholin 
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hervorgerufenen Symptome ist also nicht in dem durch das Blut bi 
wirkten Inaktivierung des Acetylcholins, sondern in dem Zustand d 


peripheren Angriffspunktes zu suchen, sei es, daB dieser Zustand loka! 


oder zentralnervés bedingt ist. 


Fiir Interesse und wertvolle Ratschlaige wahrend der Ausarbeitung 
der Arbeit, von welcher die vorliegende ein Teil ist, bin ich dem Direkto: 


der Abteilung, Dr. med. /. Ljungdahl, und Herrn Professor G. Ahlgren, 


Lund, zu Dank verpflichtet. Geldunterstiitzung habe ich aus dem Fonds 
Therese och Johan Anderssons Minne‘, Stockholm, erhalten. 
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Uber die Ausscheidung der Oxalsiure bei Meerschweinchen. 
Von 
Stig Borgstrém. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lund.) 
(Eingegangen am 19. August 1935.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 
Nachdem 1838 Donné (1) die Oxalsiure im Harn entdeckt hatte, 


haben mehrere Forscher das Problem der Oxalséiure innerhalb des 
Organismus behandelt. Die durch den Harn ausgeschiedene Oxalsaiure 


hat, wie man annimmt, sowohl endogenen als exogenen Ursprung, im 


letzten Falle kann die Oxalsaure, die vom Verdauungskanal resorbiert 
worden ist, entweder per os zugefiihrt oder im Darmkanal durch die 
Einwirkung der Mikroorganismen auf den Darminhalt gebildet sein. 


Uber die endogene Entstehung der Oxalsaéure ist man nicht ganz im 
klaren. Erhéhte Ausscheidung der Oxalsiure wurde gefunden nach Ein 
geben unter anderem von Leim, Glycerin, Nucleinen | Wegrzynowski (2)), 
Glykokoll und Glyoxylsaure [Deki (3)], Harnsiure und Allantoin { Pincus 
sohn (4)]. Neuerdings haben einige franzOsische Forscher nachgewiesen, dal 
die Bildung der Oxalsiure mit dem Glykogenabbau parallel geht | Loeper und 
Tonnet (5)]. Bei gesunden Individuen findet man eine erhOhte Ausscheidung 
der Oxalsiure bei verstairktem Stoffwechsel [Garry (6) u.a.j. AuBerdem 
hat man eine erhéhte Ausscheidung der Oxalsaiure bei den Personen ge 
funden; die auf postoperative Hungerdiat gesetzt worden sind (6), und auch 
bel denen, die an Diabetes De Lucia (7)] oder schwerer Tuberkulose 
|. Mayer (8)] litten. Dies alles zeigt, daB die Oxalsdure als ein Stoffwechsel 
produkt sowohl bei normalen als auch pathologischen Zustanden betrachtet 
werden mu |Lichtwitz (9)]. 


Nach Minkowski (10) kann die Oxalsaure durch Mikroorganismen im 
Darmkanal entstehen, ein ProzeB, den er als pathologisch betrachtete. 
Odgin (11) und andere amerikanische Forscher haben sich in derselben 
Richtung ausgesprochen. aldwin (12) fand oxalsaurebildende Mikro 
organismen in dem Ventriculus der Patienten mit Anaziditat. .Winkowskis 
Theorie wird auch durch die Untersuchungen Fittipaldis (13) und de Sand 
ros (14) gestiitzt und von Piccininni und Lombardi (15) bestatigt. 


Nach oraler Verabreichung schon kleiner Mengen Oxalsaure, haben die 
meisten Forscher ein Ansteigen der im Harn ausgesonderten Menge von 
Oxalsaure gefunden. Man findet jedoch nicht die ganze Menge gegebene 
Oxalsaiure wieder. H6chstens wird !), der Oxalsaure gefunden, falls sowohl! 
Harn als Fazes analysiert werden [Alemperer und Tritschler (16), Stra 
domsky (17)]. Die verschwundene Menge Oxalsiure mu also zerstort 
worden sein, die Zersetzung kann entweder im Darmkanal erfolgen und 
bakterieller oder fermentativer Natur sein | A/lemperer (18)], oder innerhalb 
des Organismus vor sich gehen. Um die Prozesse im Darmkanal zu um 
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gehen hat man die Oxalsiure subcutan injiziert. Gaglio (19), Klemperer und 


Tritschler (16) sowie Faust (20) finden in diesem Falle eine so groBe Menge ir 
Harn wieder, da sie eine Oxydation innerhalb des Organismus fiir u 
wahrscheinlich halten. Zu demselben Ergebnis sind auch Esbach un 
Gilbati (21) gekommen. Gaglio (19), der an Hahnen Versuche gemacht hat 
findet in einem Versuch die ganze Menge injizierte Oxalsaure bis auf 5,7 
wieder. Alemperers (18) Versuche sind an Menschen ausgefiihrt worden 
Nach oraler Oxalsauregabe fand Guinti (22) in zwei Versuchen an einen 
Mann und einem Hund im Harn beide Male nur 11°, wieder. Die Zeit de: 
Versuche war 2 Tage. Wenn er dem Hunde Oxalsiure subcutan gab, fand 
er einmal 43,6°,, ein anderes Mal 51°,, woraus er schlieBt, daB der Rest 
innerhalb des Organismus oxydiert worden ist. Wie aus meinen Versucher 
hervorgeht, muB man wenigstens bei Meerschweinchen die Ausscheiduny 
langere Zeit verfolgen, ehe die ganze Menge der eingegebenen Oxalsaure 
wieder ausgeschieden ist. 

Aus den Versuchen von Lommel (23), Stradomsky (17) und Merfori (24), 
in denen Oxalsaiure per os gegeben und nur ein Teil im Harn wiedergefunden 
wurde, kann man nicht, wie die oben erwahnten Forscher dies tun, den Schluls 
ziehen, Oxalsaiure werde innerhalb des Organismus oxydiert, weil bakterielle: 
Einflu8 im Darmkanal bei den Versuchen nicht ausgeschlossen ist. 


Um die GréBe der endogenen Ausscheidung und das Verhalten de1 
Oxalséiure innerhalb eines Organismus klarzulegen, habe ich die Aus- 
scheidung der Oxalsdéure bei Meerschweinchen eine langere Zeit hindurch 
verfolgt, teils ohne, teils nach dem Eingeben der Oxalsiure. 


Die Anordnung der Versuche. 


Die Tiere wurden direkt nach der Geburt in Stoffwechselkafige ein 
gesetzt. (Mit Ausnahme von Nr. 2, das am Anfang des Versuchs 27 Tage 
alt war.) Sie wurden auf eine Kost von Milch Plasmon, G6éthlinkost. 
Ido-C und Decamin gesetzt. Diese Kost erwies sich praktisch frei von 
Oxalsiure. Harn und Fiazes wurden, jedes fiir sich, gesammelt. Das Sammel 
kélbchen wurde taglich einige Male mit einigen Tropfen Toluol versetzt. 
Der an dem Trichter des Kiafigs eventuell eingetrocknete Harn wurde durch 
Spiilen des Trichters mit 10 cem 40° jiger H,SO, gesammelt, wonach die 
Spiilsaure mit dem Harn zusammengegossen wurde. Harn und Fizes 
wurden, jedes fiir sich, auf Oxalsaure analysiert. 

Die Bestimmungen der Oxalsiure sind nach der mit Widmarks Wiegen 
extraktionsapparat von Holmberg (25) ausgearbeiteten Methode ausgefiihrt 
worden. Die Genauigkeit der Methode geht aus den nachstehenden Ver 
suchen hervor, bei denen etwas Harn, der sich bei Analyse frei von Oxalsiure 
zeigte, mit einer bekannten Menge derselben versetzt wurde. 

Berechnete Menge: 5,00 cem n/100 KMnO, 2.25 mg Oxalsiure. 

Gefundene Menge: 4,89, 4,93, 4,99, 5,03, 4,99, 4,94, 5,01, 5,03, 4,98 eem 
n/1l00 KMnQ,. 


=A? 
Der mittlere Fehler J i 0,054 cem n/1G0 KMnO, 
n 


0,024 mg Oxalsaure. 
Die gréBte Abweichung O,ll cem n/100 KMnO, 0,05 mg 
Oxalsaure. 
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Um die Menge der Oxalsaiure in den Fazes der Tiere bestimmen zu 
kOnnen, wurde der Kot zu einem feinen Pulver verrieben, das in die 
DimittensgefaBe der Extraktionswiegen quantitativ tiberfiihrt wurde. Dann 
wurde 10 cem 40° ,ige H,SO, und so viel iiber Permanganat destilliertes 
Wasser hinzugefiigt, da8 der Inhalt des DimittensgefaBes etwa 50 ecem 
betrug, wonach die Bestimmung nach Holmberg ausgefiihrt wurde. 


2 bis 3 Wochen lang wurde die pro Tag durchschnittlich aus- 
yeschiedene Menge der Oxalsaure festgestellt. Da sich die Kost praktisch 
frei von Oxalsaure e:wiesen hatte, ist also die eventuell im Darm ge- 
bildete und davon resorbierte Oxalsaiure nebst der endogenen Oxalsaure 
festgestellt worden. Diese Oxalséure wird unten .,.endogene** Oxalsaure 
genannt. Eine bekannte Menge der Oxalséure wurde dann in der Form 
einer wasserigen Lésung des Natriumsalzes per os oder subcutan gegeben. 
Ich verfolgte dann die Ausscheidung der Oxalsaure, bis sie zu dem Niveau 
der ,,.endogenen*‘ Oxalsaure herabgesunken war und sich so einige Tage 
gehalten hatte. Als wiederausgeschiedene Oxalsaure ist die Differenz 
zwischen gefundenem Wert und ,,endogenem‘: Wert berechnet. 
Die Serie umfabt fiinf Meerschweinchen. 
Nr. 1 und 2 waren Kontrollen und bekamen keine Oxalsaure. 
3. ,, 4 bekamen Oxalsadure per os. 
5 bekam Oxalsaéure in subcutanen Injektionen. 


Ergebnis. 


Die Ergebnisse gehen aus der nachstehenden Tabelle und den 
Abb. 1 bis 5 hervor. Die Untersuchung der Ausscheidung der Oxalsaure 
der Kontrolltiere hat gezeigt, da} Oxalsiure in ziemlich groBer Menge 
ausgeschieden wird, trotzdem keine Oxalsdiure (oder héchstens Spuren) 


mit der Kost zugefiihrt wird. Diese ,.endogene‘* Oxalsaure wird in sehr 


Tabelle IL. 





Endogene 
Gewicht Aus- 
des Tieres scheidung 
: i cheidur £ Gegebene 
Zeit des der + pte 
- —— eng 
Versuchs Oxalsdure “= 
Anfang Ende durch-— 
schnittlich 


Art der 


Nr. Verabreichung 


Oxalsiure 


lage g £g pro Tag mg 


60 78 446 0.87 . — 
348 0.57 ia 
67 217 0.53 6 . 20,76 per os 
94 400 0,38 6.18.0 per os 
93 35 0.75 6.18.0 subeutan in 


Uber die Berechnung der .,endocenen Oxalsaéure“ siehe FuBnoten z1 
den Abbildungen 3 bis 5. 
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schwankenden Mengen ausgeschieden, wofiir kein nachweisbarer Grun 
festgestellt werden kann. Deshalb miissen die Resultate der Versuch: 
mit gewisser Vorsicht beurteilt werden. In den Fazes der Tiere wurde: 
nur kleine Mengen der Oxalséure wiedergefunden. Die Werte in Faze: 
haben sich als unabhingig von dem Eingeben der Oxalséiure erwiesen 
Darum habe ich es fiir unnétig ge 
Kot | halten, die in den Fazes erhaltenen 
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der Oxalsiure des Tieres Nr.1. Am Oxalsiure des Tieres Nr. 2. Am Anfang 


Anfang des Versuchs neugeboren. 27 Tage alt. 
Werte bei der Beurteilung der Resultate 
der Versuche zu verwerten. 

Aus den Resultaten dieser Versuche 





ergibt sich: 
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1. Eine Bestatigung der friiher  ge- 
machten Beobachtungen, daB Oxalsaure, 
die per os eingegeben wird, zum groben 
Teil innerhalb des Darmkanals zersetzt wird. 
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2. Oxalsdure in subcutanen Injektionen 
gegeben, wird in weit gréBerer Menge aus- 
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den Resultaten der Versuche zu _ urteilen, 
ist es wahrscheinlich, dab diese  Aus- 
3 ¥lage scheidung quantitativ ist, und das Oxal- 
oh E 
cat siure innerhalb des Orgaganismus nicht 
Abb. 3. Die Ausscheidung der verbrannt wird: doch kénnen infolge der 
seadogenen’ u. 4. smn 35.-99. Tage groBen Schwankungen, denen die Ausschei- 
per os gegebenen Oxalséure des i ¥ i 
Tieres Nr.3. Am Anfang des dung der ,,endogenen** Oxalsaure unterliegt, 
Torenche nee re lie tig- . , es 1 : ‘ 
Versuene sengrieen. » She, ig diese Versuche iiber das Schicksal der Oxal- 
liche ,endogene* Menge der Oxal- ; . ‘ 
siure ist als Durchsehnitt der sdure innerhalb des Organismus nicht als 
Ausscheidung an den Tagen 1 


sie 18 und €5 Ue 48 Berecknet, ganz ausschlaggebend betrachtet werden. 
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3. Es scheint, als ob die fritheren Forscher in ihren Versuchen die 
Ausscheidung der Oxalsiure iiber eine zu kurze Zeit verfolgt haben. 
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Abb. 4. Die Ausscheidung der ,endogenen™ und der am 15,.—20. Tage per os gegebenen (xalsiure 
des Tieres Nr.4. Am Anfang des Versuchs neugeboren. Die tagliche .endogene™ Menge der 
Oxalsiure ist als Durchschnitt der Ausscheidung an den Tagen 1 bis 15 und 67 bis 84 berechnet. 


mgt 
a 


If) 
UF 





4B 


ra 
Pe 


$9 
= 


Sas 
ay 


Say 
nahi 


& 


So 
St 


Qralsaureaussthedung ——~ 


81/age 


Abb. 5. Die Ausscheidung der .endogenen* und deram 21.—26. Tage subeutan gegebenen Oxal- 

siure des Tieres Nr.5. Das Tier am Anfang des Versuchs neugeboren. Die tagliche .endogene* 

Menge der Oxalsiiure ist als Durchschnitt der Ausscheidung an den Tagen 1 bis 21 und 64 
bis 81 berechnet. 
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schwankenden Mengen ausgeschieden, woftir kein nachweisbarer Grun 
festgestellt werden kann. Deshalb miissen die Resultate der Versuch: 
mit gewisser Vorsicht beurteilt werden. In den Fazes der Tiere wurde: 
nur kleine Mengen der Oxalsiure wiedergefunden. Die Werte in Fazes 
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3. Es scheint, als ob die friiheren Forscher in ihren Versuchen die 
\usscheidung der Oxalsdure iiber eine zu kurze Zeit verfolgt haben. 
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Selbst wenn man die ,,endogene*’ Ausscheidung noch einmal so grol} 
annimmt als die, die aus meinen Versuchen als mutmaBblich hervorgeht 
findet man, da®B die erhéhte Ausscheidung der Oxalsaéure bei den Meer 


schweinchen mindestens 14 Tage nach dem Eingeben der Oxalsaure per os 
andauert und etwa 6 Wochen nach subcutanen Injektionen. Der Grund 
der langsamen Ausscheidung der injizierten Oxalséure liegt wahrschein 


lich darin, daB etwas Oxalséure sich nach der Injektion als Kalksalz 
niederschlaigt, das erst dann allmahlich wieder in Lésung geht und aus dem 
Organismus ausgeschieden wird. 


Die vorliegende Untersuchung wurde mit Unterstiitzung der ,,Kung!. 
fysiografiska séllskapet i Lund" ausgefiihrt. 
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Allgemeine Theorie der Léslichkeit fliichtiger Siuren im Blute. 
Von 
Ferdinand Luce. 
(Aus dem Universitatsinstitut fiir Berufskrankheiten in Berlin.) 
(Direktor: Prof. Dr. EB. W. Baader.) (Eingegangen am 21. Juni 1935.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Im folgenden soll unter Benutzung der aus der physikalischen 
Chemie des Blutes vorliegenden Ergebnisse die Theorie der Léslichkeit 
fliichtiger Sauren im Blute entwickelt werden. Der mégliche Nutzen 
einer solchen Untersuchung kann nach folgenden Richtungen gesucht 
werden: Die pharmakologische Wirkung einer bestimmten Gruppe 
schadlicher Gase ist, da bei gegebenem Partialdruck und Absorptions- 
koeffizienten die Léslichkeit und der Dissoziationsgrad im Blute be- 
rechenbar sind, einer naheren Analyse zuginglich; dann wird im Laufe 
der Untersuchung deutlicher werden, wo noch Liicken in unseren Kennt- 
nissen der Gleichgewichts- und Austauschprozesse im Blute bestehen. 


Parsons (1) zeigte, daB sich die Kohlenséiurebindungskurve des 
Blutes als die Bindungskurve der wasserigen Lésung einer schwachen 
Saure hier kurz SH* genannt von bekannter Konzentration, 
Dissoziationskonstante (Ks) und bekanntem Alkaligehalt B darstellen 
JaBt. Wenn auch bestimmte Grundannahmen von Parsons, z. B. von der 
Einwertigkeit des Hamoglobinmolekiils [ Warburg (2)] bestritten werden, 
so entscheidet tiber die Verwendbarkeit einer empirischen Gleichung allein 
ihre Brauchbarkeit. Durch entsprechende Veranderungen der Variablen 
[SH] [|B] und Ks lassen sich Kurven von beliebig groBer Ahnlichkeit 
mit der Kohlenséurebindungskurve des Blutes darstellen, ebenso die 
zugehérigen Pufferungskurven pH als Abszissenwert und die pro 
Einheit pH-Anderung von der Kohlensiure gebundene Basenmenge als 
Ordinatenwert aufgetragen —, die die Ablesung des mittleren Puffer- 
wertes der betreffenden Lésung d B/d pH fiir ein bestimmtes willkiirlich 
gewahltes px-Intervall gestatten, wie von Koppel und Spiro (3), spater 
von van Slyke (4) dargelegt wurde. 

Die Aufnahmefihigkeit einer wasserigen Lésung, SH, B und 
Bicarbonat in bestimmten Konzentrationen enthaltend, fiir eine beliebige, 
fliichtige schwache Séure HS, mit dem Partialdruck P, und dem 


Bunsenschen Absorptionskoeffizienten «, hangt davon ab, wie weit 
zx 


* Am Schlu8 der Arbeit findet sich eine Zusammenstellung der im 
Text verwandten Symbole. 
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die Pufferung sich auf heterogenem oder homogenem Wege vollzieht 
Ks lassen sich drei charakteristische Fille unterscheiden; sie mége1 
untersucht werden unter der Voraussetzung der Giiltigkeit einer de 
bekannten Henderson-Hasselbalchschen analogen Gleichung, wie dies 
fiir physiologische Verhaltnisse immer zutrifft. 

1. Die eben charakterisierte Lésung mége einem bestimmten 
Partialdruck Ps ausgesetzt werden und es sei die Bedingung iso 
hydrischer Pufferung gestellt. Unter diesen Umstanden miissen [H, CO, 
und [BHCQO,] in zueinander proportionalen Mengen abnehmen. 


[BS, | 3 [BHC Os] 


pH = pk, + - log = [HS,] PKoo, + log [HC Os] 


Die Zunahme von [ BS, | ist gleich der Abnahme von [BH CQOg] und labt 

sich aus pH, p Ky und [HS,,] berechnen; die Pufferung ist vollstandig 

heterogen, der an die Siure HS gebundene Basenanteil bleibt unberiihrt 

2. Im Falle der vollsténdig homogenen Pufferung Andert der 

Gehalt der Lésung an Gesamtkohlensaure sich nicht, bei zunehmende: 
Saéuerung steigt Pog, entsprechend. Es gilt wieder 

BS BHCO 

pH = pK, + log “is = pKoo, + log ra 7 oH 


BS 


aS 
ae pe te 
PAs + 10g HS 


. . 
5 (2) 


[ 
[ 
Bekannt sind nach Voraussetzung | B], pkg . oK.,, PKoo,, [BS + HS) 
Gesamt-CO, sowie der beliebig gewahlte Partisldruck P, . Die vier 


Unbekannten pH, [BS,], [BS], [BHCO,] werden durch lies nde vier 
Gleichungen bestimmt: 


[BS]+[BS,]+[BHCO,] = B (3a) 


H K iat 31 
ee ee’ (3) 


+- log - 


7 PKoo, 4 +- log 1211004 . 
[H,CO.] 

Ebenso lassen sich die Wasserstoffzahl und die Verteilung einer ge- 
gebenen Menge Alkali auf beliebig viele schwache Saiuren von bekannter 
Konzentration berechnen. Die Rechnung vereinfacht sich, wenn in dem 
betrachteten pH-Verschiebungsbereich der Pufferwert einer oder 
mehrerer schwacher Sauren, wie z. B. beim Hamoglobin, nicht variiert. 
Wir haben dann 


3d) 


pH = (BS) + k,. (4) 


k, ist eine Konstante der linearen Gleichung. 
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3. Im Fall der Konstanz des Kohlensaurepartialdrucks bei Zutritt 
der fliichtigen Saéure zur Untersuchungslésung ist die durch gleiche 
Mengen dieser Saure verursachte pu-Anderung nicht so groB wie in 
Fall 2 und der Gesamtkohlensaureverlust nicht so groB wie in Fall 1. 
In der Hasselbalchschen Gleichung lassen sich log [H,CO,)und pK, zu 
einer Konstanten zusammenziehen : 


pH log [BH CQ, + ky. (5) 


Ersichtlich stellen alle ibrigen Méglichkeiten bei dem Zusatz einer 
neuen Saéure zu dem Saurealkaligemisch nur Kombinationen der drei 
beschriebenen Falle dar. 


Die Anwendung obiger Regeln auf das Blut hat folgenden Um- 
stinden Rechnung zu tragen: 


1. Bohr (5) nahm zuerst eine Komplexbindung von Kohlensaure 
an Hamoglobin unter physiologischen Verhaltnissen an. Henriques (6) (7) 
stellte diese Ansicht erneut zur Diskussion. Nach ihm sprach dafiir 
einmal die erheblich gesteigerte Angabegeschwindigkeit der Kohlensaéure 
aus hamoglobinhaltigen Lésungen an die Gasphase gegeniiber solchen 
ohne Blutfarbstoff, dann die von ihm und anderen gefundene abnorme 
Aktivitaétsverminderung des Bicarbonations in Gegenwart von Hiamo- 
globin. 


Der Befund der erhéhten Abgabegeschwindigkeit wurde durch 
den Nachweis eines Ferments [Stadie und O’ Brien (8)| eindeutig als 
katalytischer Effekt geklart. 


Zur Aktivitatsverminderung der Kohlenséure liegen vor die Ex- 
perimente von van Slyke und Mitarbeitern und von Stadie und 
Hawes (9) (10) an hamolysierten Erythrocyten und Haimoglobinlésungen, 
sowie die Donnanversuche von Henriques (6) (7). Das gemeinsame 
Resultat ist,daB man durch Bestimmung von p H sowie der gesamten und 
freien Kohlensdure fiir das pk, der Hasselbalchschen Gleichung in 
Anwesenheit von Hamoglobin erniedrigte Werte findet: Stadie und 
Hawes lieferten dafiir auch entsprechende Formeln. Da 


pk, pK + log yuco,; (6) 


wo y den Aktivitatskoeffizienten, pK 6,33 die ideale Gleichgewichts- 
konstante fiir 38°, pK, die bekannte Hasselbalehsche Konstante dar- 
stellt (im Erythrocytenbrei = 5,9 gefunden), laBt sich aus der Publikation 
von Stadie und Hawes berechnen, ,,daBb die Gegenwart von 20 Millimol 
reduziertes Hamoglobin eine so enorme Verkleinerung der Aktivitat 
der Bicarbonationen zu bewerkstelligen vermége, wie bis 38°, des 
Wertes bei Hamoglobinkonzentration = 0° [(7), S. 643), was nach 
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Henriques unbedingt fiir eine Komplexbindung spricht. Bei seine; 
Donnan-Versuchen ergab sich auBerdem, daB der isoelektrisc). 
Punkt (IEP.) des Hamoglobins bei po = 5,5 lag, im Gegensatz zu altere: 
Befunden, z. B. von Michaelis (11) und van Slyke und Mitarbeitern 
Zu demselben Ergebnis, was anscheinend bisher iibersehen wurd 
kommt man unter Benutzung einer Arbeit von van Slyke und Mit 
arbeitern (9), in der die empirische Beziehung zwischen r* dem Donnan 
schen Verteilungskoeffizienten fiir [H’], [HCO] und [Cl’] zwische1 
Serum und Erythrocyten und dem px des 
Serums gegeben wird, wenn man folgende 
Erwagung anstellt: 

In ,,mittleren® IEP. der Erythrocyten 
zellproteine ist die Aktivitat der Anionen 
z. B. des Bicarbonats innerhalb und auBer 
halb der Zellmembran gleich, wobei in erste1 
Annaéherung der Donnan-Effekt der Serum- 
eiweiBkérper vernachlassigt werden médge. 
Aus dem meBbaren Verhaltnis der stéchio- 
metrischen Konzentrationen laBt sich dann 
im IEP. bei bekannter Aktivitaét des Ions 
im Plasma der Aktivitatskoeffizient desselben in der anderen Phase 


berechnen, d. h. log y, damit nach Gleichung (6) pA, ¢. 


03 oo 
$2 56 60 64% 68 %2 16 
ad 
Abb. 1 


Verfolgen wir in der genannten Arbeit (9) den Verlauf der fiu 
[aH },/[a@H), experimentell gefundenen Kurve (s. Abb. 1) gradlinig 
weiter und machen wir die von Stadie und Hawes gestiitzte Annahme 
der pu-Unabhangigkeit der Aktivitaét des Bicarbonats uns zu eigen, so 
finden wir, daB dem [aH),/[aH],-Wert fiir den Ordinatenwert r l 
(= IEP.) der Abszissenwert pu = 5,4 zukommt, in Ubereinstimmung 
mit dem von Henriques gefundenen Wert. Die Giiltigkeit der alteren 
IEP.-Werte fiir unsere Zwecke muB ernstlich bezweifelt werden, da 


; oe a 
[HM jiep, = | Ky Kk. (7) 
B 


und A. und A, nach der Aktivitatstheorie infolge ihrer Milieuabhangig- 
keit starken Veranderungen unterliegen kénnen, was friiher nicht ge- 
nugend beriicksichtigt wurde. 

Verfolgen wir in gleicher Weise die [HCO, ley (HCO, },-Kurve 
gradlinig bis zum Abszissenwert px = 5,4, so erhalten wir als Ordinaten- 
wert 7 = 1,36 (s. Abb. 1) woraus sich auf Grund der Hasselbalchschen 


__CH], (HCO, (Cl, 


— m ——— = Uu——.-. 
[« H’],. [HCO], (cl), 
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Gleichung mit pA, im Serum = 6,1, fiir pA, , = 5,97 ibereinstimmend 
mit dem von Stadie und Hawes gefundenen Wert pA, , = 5,98 im 
vollsténdig oxydierten Erythrocytenbrei ergibt. Ferner fand Mar- 
yaria (12) in Dampfdruckmessungen ebenfalls eine betrachtliche Herab- 
setzung der Aktivitat des Bicarbonations in Hamoglobinlésungen, in 
gewissem Gegensatz zu Beobachtungen von Stadie und O' Brien (13) bei 
Getrierpunktsbestimmungen von — Bicarbonat-Hamoglobinlésungen, 
welche Diskrepanz nach Henriques aus thermodynamischen Griinden 
nicht tragbar sein soll (14). 

Henriques ist nun der Ansicht, dab die durch die verschiedensten 
Methoden nachgewiesene Aktivitatsverminderung zu groB sei, um durch 
die Wirkung interionischer Krafte erklart werden zu kénnen, sie sei eine 
scheinbare und der Ausdruck ciner Komplexbindung der Kohlensaure 
ans Hamoglobin. Ein weiterer Beweis der Nichtanwendbarkeit der 
Aktivitatstheorie sei darin zu sehen, da infolge der Messungen von 
Stadie und Hawes (10) 


log yoo, = R[Hb] und nicht R\ [Hb] sei, (8) 


wie dies von der Theorie gefordert werden miisse. Ferner stimmten 
nach seinen Berechnungen iibrigens in Ubereinstimmung mit van Slyke 
die Aktivitaétsinderungen fiir [Cl] und [HCO,]} in Hamoglobinlésungen 
nicht tiberein, dies sei ein Beweis spezifischer Krafte, d.h. eben einer 
verschieden starken Komplexbindung. Eine solche wiirde auch _ be- 
sonders nahe gelegt durch den AnalogieschluB von den Beobachtungen 
Faurholts aus [zitiert nach Henriques (26)|, der in wasserigen Lésungen 
von Aminen analytisch CO,—NH,-Komplexe nachwies. 

Gegen die von Henriques geiuBerten Ansichten machen van Slyke 
und Hawkins (15) und Stadie und O’ Brien (13) geltend, daB die HC1- 
und CO,-Bindungskurven des Hamoglobins sich in ihrem Verlauf decken. 
Wolle man am Carbhaémoglobin festhalten, so sei man zu der Annahme 
gezwungen, erstens, da CO, und C] in stéchiometrisch gleichen Mengen 
aus Haimoglobin gebunden wiirden, zweitens, daB das Basenbindungs- 
vermégen des Hamoglobin-CO,-Komplexes bei bestimmtem px genau 
das gleiche sei, wie wenn dieser Komplex vollstandig in Hamoglobin und 
Bicarbonat dissoziiere. Diese Annahmen erscheinen sehr gesucht. 
Henriques halt sie jedoch nicht fiir ausgeschlossen und weist darauf hin, 
daB die aus den HCl- und CO,-Titrationskurven von Stadie und O' Brien 
berechneten pA,-Werte auBerordentlich variieren, ohne dal diese 
Variationen sich irgendwie sinnvoll ordnen lieBen. Leider erweisen sich 
die von ihm aus den Stadieschen Protokollen berechneten Werte fiir 
komplexgebundenes CO, als ebensowenig geordnet und mit anderen von 
ihm gegebenen Werten nicht iibereinstimmend. Eines steht fest, alle 
bisherigen CO,- und HCl-Titrationskurven mit Hamoglobin bedirfen 
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einer Revision, es kann aus Versuchen, bei denen ein zu groBes pK, zu 


pu-Berechnung benutzt wurde, ebenso wenig Bindendes geschlosse 
werden wie aus denen, wo px, [H,CO;] und [HCO)} nicht iiberein 
stimmende pk,-Werte ergeben. 

Bei kritischer Betrachtung der Henriquesschen Theorie mub betont 
werden, daB der Nachweis der Aktivitaétsherabsetzung des Bicarbonats 
angesichts der Debye-Hiickelschen Forme] (s. unten) und z. B. auch de: 
von Cohn (16) an Phosphatpuffern gefundenen betrachtlichen Ent 
fernungen des Wertes fiir log y von einer einfachen Wurzelbeziehung zu 
lonenstarke in Gegenwart polyvalenter Ionen auch bei geringen Konzen 
trationcn zur Annahme des Ca bhaéamoglobins nicht berechtigt: ferne: 
ist es nicht erlaubt, bei der Unkenntnis tiber den Ionenradius der Eiweil3- 
molekiile sowie der Dielektrizitatskonstante innerhalb der Erythrocyten 
ungeklarten Befunden iiber das Verhalten von Einzelaktivitaten speziel| 
Vorstellungen iiber Bindungen usw. zu entnehmen. ,.Nur der Zwang. 
ungentigend begriindete spezielle Annahmen zur Grundlage jeder Dar 
stellung machen zu miissen, wird durch die Eintiihrung der Restarbeiten 
und Aktivitaten aus der Welt geschafft, es wird durch sie die Méglichkeit 
gegeben, die Beschreibung stets auf das zu beschranken, was empirisch 
feststeht. Natiirlich darf niemals die bequeme, rein empirisch formale 
Darstellung der Befunde durch Aktivitéten zu einer geringeren Ein- 
schatzung spezieller Vorstellungen iiber die herrschenden Wechsel- 
wirkungskrafte fiihren, deren Herausarbeitung doch immer das Endzie! 
physikochemischer Forschung sein mubB“ [Ulich (17) S. 286]. 

Kine Besprechung der Carbhamoglobinfrage lieB sich nicht ver- 
meiden, da fiir unsere Berechnungszwecke Klarheit iiber den Wert dei 
Dissoziationskonstante der Kohlenséure innerhalb der Erythrocyten 
unbedingt erforderlich ist, und da im Falle der Existenz eines Carb- 
hamoglobins und eines Cl—Hb-Komplexes analoge Verbindungen fiir 
Essigsiure, Blauséiure, Schwefelwasserstoff und alle méglichen anderen 
Sduren angenommen werden miissen. (Was Blauséure und Schwefel- 
wasserstoff angeht, so sind natiirlich Verbindungen ganz anderer Art 
gemeint als die spektroskopisch besonders charakterisierten Stoffe 
Sulf- bzw. Cyanhaémoglobin.) Es wiirde dann eine allgemeine Theorie 
der Léslichkeit fliichtiger Séuren im Blute mangels Kenntnis der 
speziellen Reaktionskonstanten fiir die Gleichung 

Saure-Hb-Komplex <= Hb + Saure (9) 


nicht zu entwerfen sein. Doch sei darauf hingewiesen, daB eine experi- 
mentelle Priifung des Verhaltens der Einzelaktivitaéten verschiedener 
Anionen in Hamoglobinlésungen sehr geeignet ist, tiber den ,,dunklen 
Punkt** in der physikalischen Chemie des Blutes, namlich IEP., 
chemisches Verhalten des Haimoglobins und Aktivitétsbeeinflussung von 
Jonen innerhalb der Erythrocyten naheren AufschluB zu geben. 
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2. Das Blut ist ein zweiphasisches System, die in Abschnitt | 
gegebenen Formeln gelten nur fiir homogene Lésungen, daher mu 
eine Beziehung gefunden werden, zwischen dem der Messung allein 
zuginglichen Serum pu und dem hypothetischen ,,mittleren’ py, das 
gemessen wiirde, wenn das Blut durch Verschwinden der Erythrocyten- 
membranen zu einer homogenen Lésung umgestaltet wiirde. Gehen wir 
von normalen Verhaltnissen aus, so ist nach Peters und van Slyke {(18) 
S. 741] fiir den Farbeindex ] der Hamoglobingehalt mit 19,4 Vol.-°,, 
der Volumgehalt des Blutes an Erythrocyten mit 42,7 ° 
Bekannt sind pK 
oder des Serums seien experimentell ermittelt, da mit Hilfe des von 


, einzusetzen. 


iserum: PAy py, &g, Xs. Poo, und Gesamt-CO, des Blutes 
van Slyke und Sendroy (19) konstruierten Nomogramms die Gesamt- 
kohlenséure des Plasmas aus der Gesamtkohlensdéure des Blutes bei 
bekannter O,-Kapazitaét und bekanntem Serum pu ermittelt werden 
kann undumgekehrt. Dann haben wir fiir das ,,mittlere’’ px 

Val.-% . : Vol.-% 
—————— § . pK, + 

100 100 


' oO 4 oO 


~ § + [BHCO,], - 


E .pK, 


PH» 


+ log |[ BH COg]g « 


100 100 


0 


- yL.- 


~ S$ + [H3(CO5)]p° 


Vo 
log |[H,C O,].- 


100 100 


Alle Angaben sind in Millimol pro Liter Fhissigkeit. 

3. Zahlreiche schwache Séuren konkurrieren im Blute um das 
vertiigbare Alkali, es kénnen vernachlassigt werden die Phosphorsaure 
mit einer Basenabgabe in dem in Frage kommenden Reaktionsbereich 
pu 7,6—6,9 unter einem halben Milliaquivalent und die organischen 
Sauren (Gesamtmenge etwa 5 Millimol). Fiir die menschlichen Serum- 
proteine geben van Slyke und Peters (1.c., 8.912) woh] als zuverlassigsten 
Pufferwert 8,2 an. Uber die Basenbindung durch Zellproteine abziiglich 
des Hamoglobins liegen keine Untersuchungen vor, es kénnten nach 
van Slyke gekoppelte Phosphate eine gewisse Rolle spielen, doch fehlen 
jegliche quantitativen Angaben, so daB die hier vorzunehmenden Be- 
rechnungen iiber Basenabgaben bei sinkendem px gewissermaben 
Mindestwerte ergeben. So bleiben als einzige Variable die Kohlensaure 
und das Hamoglobin iibrig. 

4. Die Berechnung der Léslichkeit einer beliebigen fliichtigen Saure 
in einer gegebenen Blutprobe setzt die Kenntnis des Absorptions- 
koeffizienten des undissoziierten Anteils und der Dissoziationskonstante 
bei 38° voraus. Bei einer groBen Anzahl von Gasen liegen die Werte des 
Absorptionskoeffizienten fiir das Blut in der Nahe der fiir das Wasser 
gefundenen, unter Beriicksichtigung der Trockensubstanz, des Salz- und 
Lipoidgehalts erhalt man iiberall prozentual ahnliche Abweichungen 
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(z. B.: Acetylen, Atylen, Ather, N,, O,, Hy, etwas abweichend CO,) 
Eine andere Gruppe von Gasen, besonders die halogenierten Kohlen 
wasserstoffe, ergeben allerdings ganz abweichende Werte. Man kann also 
zunachst bei Vorliegen des Absorptionskoeffizienten im Wasser den 
Versuch einer Berechnung fiir Blut machen. 

Sind die Dissoziationskonstanten der betreffenden Sauren fur 38° 
bei unendlicher Verdiinnung (Idealzustand) bekannt oder extrapolierbar, 
so gilt fiir diese Konstante im Serum oder im Erythrocytenbrei 


pk, pk + log y (6) 
und 
B2* Vu 
log y pg Ken. (11) 


Dies ist die Gleichung von Debye und Hiickel, wo u die lonenstarke, die 
iibrigen Symbole Konstanten bedeuten, auf die hier nicht naher ein- 
gegangen zu werden braucht. 

Van Slyke und Mitarbeiter (9), Hastings und Sendroy (20), Stadv 
und Hawes (10) fanden, daB fiir die Berechnung der p K, der Kohlensaure 
im Serum in guter Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten 
gesetzt werden kann: 

log y B Vu. (12) 


In erster Annaherung kann diese Formel auch fiir andere einwertige 
Sauren herangezogen werden, / kommt der Durchschnittswert 0,54, 
u der Wert von etwa 0,17 zu. Uber die Abweichung des pK, innerhalb 
der Erythrocyten laBt sich zur Zeit nichts sagen, da die Dielektrizitats- 
konstante und die anderen Konstanten der Debye-Hiickel schen Gleichung 
nicht bekannt sind. Es kann nicht geleugnet werden, dab sich hier eine 
Fehlerquelle fiir Berechnungen eréffnet, in Ermangelung eines anderen 
Anhalts kann unter Vorbehalt eine zur Kohlenséure analoge Ver- 
ringerung des pA, , angenommen werden. 

Uber diese allgemeinen Fingerzeige hinaus lassen sich genauere 
Angaben iiber die Modifikationen der Konstanten kérperfremder 
Sauren im Blute nicht machen. 

lil. 

1. Es sollen jetzt alle zur Durchfiihrung der Léslichkeitsberechnung 
erforderlichen Formeln zusammengestellt werden. Peters und van Slyke 
geben als Pufferwert fiir Oxyhamoglobin 2,5, fiir reduziertes Hamoglobin 
2,3 an, d.h. bei einer py-Anderung von eins nimmt ein Mol Oxyhamo- 


globin 2,5 Aquivalente Alkali auf bzw. gibt sie ab. Der Durchschnitts- 
pufferwert der Serumproteine betragt 8,2, die Beziehung des Bicarbonats 
zum pu (Peters und van Slyke, 8.912) wird so angegeben: 


4{ BHC Og). 
| al 2,5{Hb] + 8,2. (13) 


dpH 
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Gleichung (13) ist, da d BPr d BHCO, ist, die Differentialform 


des folgenden Ausdrucks : 
| B Pr] 2.5 (p H 6,65) . {Hb} 1+ § 2 (PH 5.08). (14) 


6,65 ist eine Zahlenkonstante, urspriinglich als Wert fiir den betreffenden 
[EP. aufgefaBt; nach den obigen Ausfiihrungen trifft dieses nicht mehr 
zu, sondern sie kann durch eine beliebige andere Zahl ersetzt werden, 
nur muB ihr Wert unter dem physiologischen pu-Wert liegen. 5,08 gibt 
den mittleren LEP. der Serumproteine bei normaler Serumbeschaffenheit 
an. Wegen der Willkiir in der Wahl der Konstante fiir den IEP. des 
Hamoglobins stimmt auch der fiir [8 Pr] errechnete Wert nicht mit der 
Wirklichkeit iiberein; er ist eine niitzliche Rechenkonstante, und diese 
Willkiir zieht deshalb keinen Fehler nach sich, weil es nur auf lie 
Gleichung (13), d.h. auf den Pufferwert, ankommt, in dem die Ausdriicke 
B Pr und 6,65 wegfallen. Stadie und Hawes geben fur den Einflul des 
Hamoglobins auf das pk, der Kohlensdure folgende empirische 
Gleichung an: 


pK = pk, + o|Hb] + (B—o[Hb}). Vu. (15) 


pk ist die wahre Dissoziationskonstante von Hastings und Sendroy und 
Stadie und Hawes iibereinstimmend zu 6,33 extrapoliert, 4 ist die Tonen- 
stirke fiir Serum und Erythrocyten gleich 0,170, £8 ist eine Zahlen- 
konstante = 0,54 aus der Debye-Hiickelschen Gleichung, o und 0 sind 
empirisch gefundene Konstanten 





COHb. . « 0,0L15 0,012 
red. Hb... 0,0214 0,021 


Da das Kohlenoxydhamoglobin hinsichtlich seiner Saurebindung 
und seines [EP. mit dem Oxyhamoglobin iibereinstimmt, werden wir die 
fiir das COHb angegebenen Konstanten auch fiir das O,Hb benutzen. 
Als Absorptionskoeffizienten der Kohlenséure benutzen wir die Werte 
0,51 im Serum und 0,44 in den Erythrocyten (van Slyke). 


Die Hasselbalchsche Formel und Gleichung (14) ergeben  fiinf 
Variable, pa, [HCO, |, [H,C QO ;}, [Hb], [2 Pr}; sind drei davon bekannt, 
dann sind die iibrigen bestimmbar. Der Farbeindex sei mit eins an- 
genommen. 

Die Rechnung mége an Hand eines Beispiels durchgefithrt werden 
Es seien gefunden O,Hb 19,5 Vol.-% 8,7 Millimol, damit Zell- 
volum’n = 42°: pu = 7,4, Gesamtkohlensaure im Plasma = 25 Millimol. 
Daraus berechnen sich [B Pr] = 31,80, [H,CO,}, 1,19, |[BHCO,}, 

23,81 (pK, = 6,1). GemaB dem Nomogramm Nr. 2 (19) erhalten wir 


aus der Gesamtkohlensaure des Plasmas den zugehérigen Wert fiir das 
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Gesamtblut 20,75 Millimol. Das ,,mittlere“ pA, und zugehérige p 


finden wir durch Anwendung der Formel von Stadie und Hawes 
6.33 = pK, +- 0,012 .8,71 + (0,54 —0,0115 . 8.71). 0,17. 


PK iter = 6.044, amitte: = 0,58 . 0,510 + 0,42 .0,44 = 0.4806, 


daraus finden wir das mittlere px zu 7,28. Addieren wir den zugehériger 
Bicarbonatwert 19,61 Millimol zu [B Pr], so erhalten wir als verfiigbares 
Alkali 51,41 Millimol. Die betrachtete Blutprobe mége jetzt dem will 
kiirlich gewahlten Partialdruck P, = 10mm Hg einer unbekannten 
Siure HS,, (pKgs = 7,0: onitter = 0,5) ausgesetzt sein, auBerdem 
mége (Fall 3, Abschnitt I) Pep, konstant gehalten werden. Dann 
haben wir , 


x = 2,5(pH — 6,65) .8,71 + 8,2 (pH —- 5,08) (16a) 
Y 
pH = 6,044 + log lige (16 b) 
pH = 7,0 + log oF 10 (16e) 
22,26 . 0,76 
x+y +2 = 51,41 Millimol. (l6d 


Bei Ausrechnung dieses Gleichensystems ergibt sich zum SchluB ein 
Ausdruck, der auf die allgemeine Form gebracht werden kann: x +- mlog. 

n=, der nur mittels eines Naherungsverfahrens oder durch 
Probieren gelést werden kann. Es berechnen sich x zu 31,55, y zu19,26. 
= zu 0,56 Millimol, px zu 7,275. Es haben sich insgesamt 0,85 Millimol 
der Saure SH gelést, davon sind als undissoziierter Anteil etwa 
0.3 Millimol vorhanden. Die Lésung verliert 0,35 Millimol Kohlensaure, 
die vorher als Bicarbonat in ihr enthalten war. 


Die Zuriickwandlung der homogenen Lésung in das zweiphasische 
System geschieht mittels folgender Gleichungen: 


x 
a (17 a) 





pH, = 6,1 +- log 


19,26 — az 


pH, = pk,, + log [H,C0,], 


(17 b) 


0,42 (19,26 -— x) 0.58.2 = Gesamt -C Og (piat) — [H.C Os ]piat. (l7¢ 


Von der Ausrechnung sei aus Griinden der Raumersparnis ab 
gesehen, in dem untersuchten Beispiel liegen die px-Anderungen in 
Serum und Erythrocyten unter 0,01. Die Unkenntnis des Einflusses 


















flii 
so! 


wa 


du 
tré 
Gl 


wi 
res 


sc) 


we 
N: 
(B 


an 


H 
lie 
in 
Ol 

au 


H. 





he 


lb) 














Theorie der Léslichkeit fliichtiger Sauren im Blute. 393 
des Hamoglobins auf die Aktivitét des kérperfremden Saureanions 
hindert, genaue Angaben tiber die Verteilung desselben zwischen Plasma 
und Erythrocyten zu machen. Nehmen wir den gleichen Donnan- 
Koeffizienten fiir BSx wie fiir Bicarbonat an, so erhalt man [ BS}, 
: [BS], 1,72. 

2. Jetzt bleibt noch zu untersuchen, wie sich die kérperfremde 
fliichtige Saure auf ihrem Wege durch die Kapillaren verhalt. Eine 
soleche Untersuchung hat zunachst nur Sinn, wenn ihre Konzentration 
wahrend eines Kreislaufs sich nicht merkbar andert, z. B. im Falle eines 
Arbeiters, der langere Zeit in einer Atmosphare von konstantem Gas- 
gehalt arbeitet, und die Eliminationsgeschwindigkeit des Gases aus dem 
K6rper sich mit der Gasaufnahme die Waage halt. Widmark (21) hat 
hierzu die ndtigen Rechnungen und Methoden geliefert und in Versuchen 
mit Aceton, Methyl- und Athylalkohol gezeigt, wie man bei Kenntnis 
bestimmter den betreffenden Stoffen eigentiimlichen .,Eliminations- 
koeffizienten** die Ausscheidungsgeschwindigkeit dieser Stoffe voraus- 
sagen kann. 

Die hier wichtigen Kreislaufanderungen des Blutes sind die Re- 
duktion des Hamoglobins und die Zunahme der Kohlensaurekonzen- 
tration. Beziiglich des ersten Punktes mubB bei der Berechnung 
Gleichung (14) folgendermaBen abgedindert werden: 


BPr 2,5 (pu 6,65) (100 x) [O, Hb) 


23 (pu — 638). 2. [red. Hb] + 82 (pu — 5,08), 


wo x den Prozentsatz reduzierten Hamoglobins bedeutet. Da die Be- 
rechnung sich von der oben gegebenen nirgends grundsatzlich unter- 
scheidet, sei von ihrer Wiedergabe abgesehen. 

Uber die Anwendungsmoéglichkeiten der hier gelieferten Theorie soll 
wegen Platzmangels nicht gesprochen werden, ihre experimentelle 
Nachpriifung mit bestimmten gewerbemedizinisch wichtigen Sauren 
(Blausiure, Schwefelwasserstoff, Phosgen und Essigester) ist einer 
anderen Arbeit vorbehalten. 


Zusammenfassung. 


Unter Beriicksichtigung der aus der physikalischen Chemie des 
Hamoglobins und aus dem Saure-Basengleichgewicht des Blutes vor- 
liegenden Ergebnisse wird die Theorie der Léslichkeit kérperfremder, 
insbesondere fliichtiger Sauren, im Blute geliefert, mit besonderer Er- 
é1terung der noch vorhandenen Schwierigkeiten, die sich letzten Endes 
auf die Unkenntnis des Einflusses hochprozentiger Eiweif- speziell 
Hamoglobinlésungen auf die Einzelaktivitét der Saureanionen zuriick- 
fiihren lassen. 
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Verzeichnis der wichtigsten der verwandten Symbole. 
SH = schwache nicht fliichtige Saure. 
SH, = schwache fliichtige Saure. 
B - Gesamtbasenmenge. 


BPr = an Hamoglobin- und SerumeiweiB gebundene Basenmenge. 
r Partialdruck, z. B. Poy, = Partialdruck der _ fliichtigen 
Saure SH. 
Bunsenscher Absorptionskoeffizient. 
- Dissoziationskonstante, z. B. Keg.. 
pk, =negativer Logarithmus der scheinbaren Dissoziationskonstante. 


(H’} Wasserstoffionenkonzentration. 
[a H’| = Wasserstoffionenaktivitat. 
In dieser Arbeit wird zwischen den beiden letzten Symbolen 
nicht unterschieden. 


dB 


; PufferungsmaBstab, die pro pu-Einheit abgegebene oder aut- 
apu 


genommene Basenmenge. 

y Aktivitatskoeffizient. 

lu Ionenstarke. 

R,k,o, 0 = zu den verschiedenen Gleichungen gehérige Konstanten. 


Konzentrationsangaben werden nur in Millimolen gemacht; die 
tiefgestellten Indizes , oder , bedeuten: in den Erythrocyten ode1 
im Serum. 
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Uber den Einflu6 der Kationen auf das Girvermiégen 
der Tumorzelle. 
V. Mitteilung: 
Calcium und Magnesium (1. Teil). 
Von 
A. Lasnitzki und 0. Rosenthal. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Universitatsinstituts fiir Krebs- 
forschung an der Charité, Berlin.) 
(Eingegangen am 26. August 1935.) 


Mit | Abbildung im Text. 


In friiheren Arbeiten'! wurde gezeigt, daB die Ausschaltung des 
Kaliums und Calciums im Medium zu einer Herabsetzung des Gar- 
vermégens der Tumorzelle fiihrt und daB dieses bei nachtraglichem 
Zusatz von Kalium wieder ansteigt. Die Wirkung des Kaliums war von 
der Konzentration (0.0025 bis 0,04 Mol/Liter) nur sehr wenig ab- 
hingig und konnte den durch den Mangel beider Kationen bedingten 
Garabfall nicht wieder riickgingig machen. So ergab sich die Frage, ob 
auch der nachtragliche Zusatz von Calcium zu einem Anstieg des Gir- 
vermoégens fithren kénnte. Ferner erschien uns in diesem Zusammenhang 
wichtig, auch den EinfluB des Magnesiums zu priifen. Die Unter- 


suchungen dariiber wurden ebenfalls an den beiden Rattenimplan- 


tationstumoren, dem Flexner-Joblingschen Carcinom und dem Jensen- 
schen Sarkom, angestellt. Ihre Ergebnisse seien hier mitgeteilt. 


Methodik. 


Methodisch gingen wir in der Hauptsache so vor, wie dies fiir die Unte1 
suchung des nachtraglichen Kaliumeintlusses beschrieben wurde: 

Einlegen der Tumorschnitte in kalium- und ealeiumfreie Ringer- 
lésung*, Waschen der Schnitte in der gleichen Lésung, wie iiblich. Messung 
der anaeroben Garung nach Warburg. FlaschentOrmige Stoffwechseltrége, 
bestehend aus Hauptraum und seitlichem Anhang (Koo, rw 1,5). 

Hauptraum: 2cem kalium- und calciumfreie RingerlOsung. 

Anhang: Fiir die Kontrollversuche 0,2 cem der gleichen L6sung ohne ode 
mit erhédhtem NaCl-Gehalt. Fiir die (parallel laufenden) Calcium- und 
Magnesiumzusatzversuche 0,2 cem kaliumfreie Ringerlésung mit einem 
Gehalt an CaCl, bzw. MgCl,, der elfmal so grof ist wie die jeweils zu untet 
suchende Konzentration. 

Gasraum: 5 Vol.-°,, CO, 95 Vol.-°, Na: pu: 7,4: Temperatur: 37,5". 


1 4. Lasnitzki u. O. Rosenthal, diese Zeitschr. 207, 120, 1929; 262, 
203, 1933. — ? Zusammensetzung: 0,12 Mol/Liter NaCl, 0,025 oder 
0,0275 Mol/ Liter NaHCO,, 0,25°, Glucose. 
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A. 


Jeder Versuch zerfallt somit in zwei Abschnitte, welche im allgemeine: 
drei Beobachtungsintervalle zu je 15 Minuten umfassen und durch ein 
Intervall von ebenfalls 15 Minuten Dauer getrennt sind. Am Beginn des 
selben erfolgt das Einkippen der Zusatzlésungen. Als MaB des Garvermégens 
dient der Gdrungsquotient (QN2), der fiir jedes Beobachtungsintervall be 
stimmt wird. ; 

Der Zusatz des Calciums zur Ringerlésung in gréBerer Konzentration 
bringt eine methodische Schwierigkeit mit sich. Bei dem gegebenen Gehalt 
an Bicarbonat und der gegebenen H-Ionenkonzentration (auch nach Sitti 
gung mit dem Gasgemisch) fallt das Calcium, wenn seine Konzentration 
eine gewisse Grenze tiberschreitet, friiher oder spater als Carbonat aus. Dies 
Ausfallung ist ein mit der Zeit fortschreitender ProzeB, der wahrscheinlich 
dem von der Rona-Takahashischen Forme] erfaBten Gleichgewicht zustrebt. 
Die damit verkniipfte, ebenfalls bestandig fortschreitende Dissoziation des 
Bicarbonats fiihrt zu einer CO,-Entwicklung, die sich manometrisch in dem 
Auftreten starker positiver Drucke auBert. Wir fanden jedoch, daB de: 
ganze Proze anscheinend unterbleibt, wenn die calciumhaltige Zusatz 
l6sung — vorausgesetzt, daB sie bicarbonatfrez ist —- am Ende des ersten 
Versuchsabschnittes mit der das Gewebe enthaltenden Fliissigkeit ver 
einigt wird!. Die Anwesenheit des Gewebes stabilisiert also das Calcium in 
der Ringerl6sung. Diese Stabilisierung tritt auch ein, wenn die Tumor- 
schnitte nach einstiindigem Schiitteln in K- und Ca-freier Ringerl6sung aus 
dem Medium entfernt werden und nun erst der Zusatz des Calciums erfolgt. 
Die Erscheinung beruht daher zweifellos auf einer schiitzenden Wirkung 
der aus dem Gewebe extrahierten kolloiden Substanzen, in erster Linie 
wohl der EiweiBkérper*. Auch durch Extrakte aus Leber- und Nieren 
gewebe konnte eine solehe Schutzwirkung erzielt werden. 

Bei unseren Garungsmessungen sowohl in den Caleiumzusatz- 
versuchen ais in den begleitenden Kontrollversuchen verwendeten wir 
somit bicarbonatfreie Zusatzlé6sungen und erhéhten, um den Bicarbonat 
mangel auszugleichen, die Bicarbonatkonzentration in der Ringerl6sung 
des Hauptraums von 0,025 Mol/Liter, der iiblichen Konzentration, auf 
0,0275 Mol/ Liter. Die Untersuchungen tiber den Einflu8 des Magnesiums 
wurden dagegen in tiblicher Weise ausgefiihrt. 

Etwas anders als hier beschrieben gingen wir in einer alteren Gruppe 
von Versuchen vor. Die Anordnung war folgende: Abschnitt I: Messung der 
Gaérung in 1 eem K- und Ca-freier Ringerl6sung. Darauf Unterbrechung der 


' Kine kleine Drucksteigerung, deren Ursache nicht ganz klar ist, tritt 
auch bei Gegenwart des Gewebes meistens ein. Da sie aber fast momentan 
zum Stillstand kommt, fallt sie ganz in das Intervall zwischen Abschnitt | 
und II. — * Umeine Vorstellung von der Menge des ausgelaugten EKiweibes 
zu erhalten, bestimmten wir den N-Gehalt der Suspensionsfliissigkeit. In 
einem Versuch ergab sich nach einstiindigem Schiitteln bei einem Fliissig- 
keitsvolumen von insgesamt 12 ccm (sechs Ansétze zu je 2 cem) und einer 
Gewebsmenge von insgesamt 27 mg (Trockengewicht) eine Gesamt-N-Menge 
von 0,17 mg, entsprechend etwa 1,06 mg EiweiB. Die ausgelaugte Eiweil 
menge betrug danach etwa 4°, der Gewebstrockensubstanz. In einem 
anderen Versuch mit einer Gewebsmenge von insgesamt nur 12 mg und 
einem Fliissigkeitsvolumen von insgesamt 8 eem (vier Ansatze zu je 2 cem) 
betrug die nach 1 Stunde ausgelaugte EiweiBmenge fast 6%, der Gewebs- 
trockensubstanz. Bemerkt sei noch, daf die Suspensionsfliissigkeit nach 
dem Zusatz von Calcium haufig etwas starker getriibt ist. 
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Messungen und Zusatz von | ccm der gleichen LoOsung (Kontrollversuche) 
oder 1 cem K-freier Ringerlosung, deren Gehalt an CaCl, doppelt so groB war 
wie die zu untersuchende Konzentration (Anhiange leer). Zur Verhinderung 
der Calciumabscheidung wurde die calciumhaltige Zusatzlésung unmittelbar 
nach ihrer Herstellung mit reinem CO, durchleitet und bis zum Zusatz 
unter Luftabschlu8 aufbewahrt. Ebenso wurde mit der Kontrollzusatz- 
l6sung verfahren. Beginn von Abschnitt II nach erneuter Sattigung der 
Gairmedien mit dem Gasgemisch. Dauer der beiden Abschnitte je 
45 Minuten!; Dauer des Intervalls schwankend zwischen 45 und 65 Minuten. 


Ergebnisse. 
a) Caleium. 

Die Ergebnisse einiger Versuchsreihen mit dem Flexner-Jobling- 
Carcinom sind in Tabelle I, die Ergebnisse der mit dem Jensen-Sarkom 
ausgefiihrten Untersuchungen in Tabelle Il wiedergegeben. Versuche 
gleichen Datums gehéren ein und 




















derselben Versuchsreihe an und 20 
sind mithin am gleichen ‘Tumor - nN 
angestellt. 
Wie die Tabellen zeigen, fiihrt | | ae 
der Zusatz des Calciums in keiner UA 
der angewandten Konzentrationen 
rY] 


zu einer Steigerung der Garinten- tr FR. tae Te 
oS ge L os : we 2 9g - 

sitat. Fabt man dic mittleren Sell depts 
Garungsquotienten ins Auge, so 
bemerkt man, daB in Abschnitt I] 
bei den Kontrollversuchen und 





Calciumzusatzversuchen etwa der 
gleiche Abfall der Werte eintritt. 
Ein EinfluB, wie wir ihn beim 
Kalium beobachtet hatten, liegt 








beim Calcium also nicht vor. Das ae 


re, te 
leiche ergab eine andere (zeitlich $0036 0,009 0,018 0045 Mol. 
8 Bt se : Call,-Konzentration in Abschnitt I 
vorangehende) Gruppe von Ver- y 9 7 ¥ 
suchen, die mit dem Flexner- Zahl der Versuche 
Tumor angestellt wurde. Uber Abb. 1. Einfiu® von Caleiumehlorid in ver- 
7 schiedenen Konzentrationen auf die Garung 
die besondere Anordnung dieser des Flerner-Jobling-Carcinoms. (Mittlere 
Versuche siehe den letzten Absatz ati ia Pere 
k ss 2 ed : 26 bis age. 
m Kapitel ,. Methodik . Das Ge- Unten: Calciumzusatzversuche. Oben: Kon- 
samtresultat ist in Abb. 1 wieder- trollversuche. (Zugehirige Gruppen iiber- 
: einander angeordnet.) I Absebnitt [; 
gegeben?. Il = Absehnitt II. 


' Dauer von Abschnitt I in einigen Versuchsreihen 60 Minuten. In 


diesen Fallen wird nur der Teilabschnitt 15 bis 60 Minuten beriicksichtigt. 
* Die in der Abbildung dargestellten mittleren Garungsquotienten 
beziehen sich auf die Gesémtdauer von Versuchsabschnitt [ und IT. 
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400 A. Lasnitzki u. O. Rosenthal: 


Wenn somit ein férdernder EinfluB des Calciums auf die Garung 
nicht besteht, so laBt sich andererseits auch keine hemmende Wirkung 
nachweisen. Die leichte Andeutung einer solchen, die man in den 
Versuchen der Tabelle I bei der Konzentration 0,018 Mol/Liter fest- 
stellen kann, erscheint im Hinblick auf das in Abb. | dargestellte 
Ergebnis als ganz unsicher. In den betreffenden Versuchen wurde die 
Konzentration an CaCl, bis auf 0,045 Mol/Liter, also bis auf das 
25fache des CaCl,-Gehalts einer Normalringerlésung, gesteigert. Ferner 
war infolge der VergréBerung des Intervalls zwischen Abschnitt I und II 
die Einwirkungsdauer verlangert. Trotzdem ist, wie die Abbildung er- 
kennen liBt, der Garabfall bei den Calcitumzusatzversuchen nicht groBer 
als bei den zugehérigen Kontrollversuchen. Gegeniiber dem Gir- 
vermégen der Tumorzelle stellt das Calcium also unter den gegebenen 
Bedingungen ein ziemlich indifferentes Kation dar. 

Wir dachten weiterhin an die Méglichkeit, daB das starke Garvermégen, 
welches die Tumorzelle in Normalringerl6sung zeigt, durch eine Erhéhung 
der Calciumkonzentration gehemmt werden kénnte. Um dies zu priifen, 
wurde in der gewohnlichen, Anordnung nach einer Garperiode in Normal- 
ringerlésung (mit 0,0025 Mol/Liter KCl und 0,0018 Mol/Liter CaCl,) die 


Calciumkonzentration des Mediums gesteigert. Wir fanden ebenfalls keinen 


KinfluB. So nahm der Garungsquotient beim Jensen-Sarkom von 27,5 


auf nur 26,3 ab, wenn der Gehalt des Mediums an CaCl, auf das Zehnfache 
erhoht wurde, wahrend er in den _ begleitenden Kontrollversuchen von 
26,3 auf 23,5 sank!. Ahnlich verhielt sich das Fleaner-J obling-Carcinom. 
Die Wirkungslosigkeit des Calciums in unseren Versuchen steht in 
Gegensatz zu dem von Waterman? erhobenen Befund, daB das Gar- 
vermégen der Tumorzelle durch Calcium stark gehemmt wird. Die Unter- 
suchungen Watermans wurden jedoch unter ganzlich unphysiologischen 
Bedingungen angestellt, was den Vergleich sehr erschwert. Wenn man 
unseren Versuchen gegeniiber auch einwenden kann, da’ das Calcium 
infolge der im Kapitel ,, Methodik‘‘ dargelegten Umstande wahrscheinlich 
nicht in vollem AusmaB zur Wirkung gelangte, so glauben wir auf der 
anderen Seite, daB gerade durch diese Umstande eine nicht unwesentliche 
Annaherung an physiologische Verhaltnisse erzielt wurde. 


b) Magnesium. 

Die Versuche iiber den EinfluB des Magnesiums wurden ausschlieB- 
lich am Flexner-Jobling-Carcinom angestellt. Die angewandten Konzen- 
trationen waren die gleichen wie bei der Untersuchung der Calcium- 
wirkung. Wir bringen die Resultate in Tabelle III und beschranken uns 
dabei auf die Wiedergabe der mittleren Garungsquotienten. (Die in 


Mittelwerte aus je vier Einzelbestimmungen, bezogen auf die Gesamt- 
dauer ( 45 Minuten) der beiden Versuchsabschnitte. — * Waterman, 
Arch. Néerland. de Physiol. 9, 573, 1924. 
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Tabelle II]. Garung des Flexner-Joblingschen Rattencarcinoms. 
Einflu8 von 0,0018, 0.0036, 0,009 und 0,018 Mol Liter MgCl,. 





2 Ee Ss e Mittlere Girungsquotienten 
§ \|c's| 4c =f _ MgCl,- 
= zt 5 4 Abschnitt I on = Abschnitt I te Rhoden i, 
Nr ~— Taye 0 bis 15’ 15 bis 30’ 30 bis 45’ 0 bis 15’ 15 bis 30’ 30 bis 45’ 
{ (1) 49 (12,0) | (11,0) | (9,0) | (10,0)! (9,0) | (9,0) 
TT 13,5 14,0 125 | 120 | 115 11,5 0,0018 Mol/Liter 
9 (3) 41.46 (10,3) (11,3) (10,7) (12,0) (11,3) (9,7) wa 
o 13,7 12,7 13,0 12,7 13,0 11,7 0,0036 Mol/Liter 
3 (4) 39 41 (13,5) (11,8) | (12,8) (12,0) | (12,5) (11,0) 
sah A a 14,8 14,5 15,0 14,0 14,5 12,5 0,009 Mol/Liter 
(2) hac (11,5) (11,5) (9,5) (10,5) | (9,5) (9,5) 
4 4 4648 115 12:0 | 11,0 108 | 98 10,3 0,018 Mol/Liter 


Klammern gesetzten Werte beziehen sich auf die begleitenden Kontroll- 
versuche. ) 

Man erkennt, daB der Zusatz des Magnesiums in keiner der vier 
Konzentrationen die Garintensitaét beeinfluBt. Calcium und Magnesium 
zeigen demnach das gleiche Verhalten. 


Zusammenfassung. 

Die anaerobe Garung von Rattenimplantationstumoren wird 
durch Calcium nicht beeinfluBt, wenn dieses nach einer Garperiode in 
kalium- und calciumfreier Ringerlésung in verschiedenen Konzen- 
trationen dem Medium hinzugefiigt wird. Ebenso wirkungslos wie 
Calcium erweist sich Magnesium. Beide Kationen verhalten sich demnach 
anders wie das Kalium, das unter den gleichen Bedingungen eine Zu- 
nahme der Giarintensitaét herbeifiihrte. 





Eine neue Kataphoresekammer zur Messung der kataphoretischen 
Wanderungsgeschwindigkeit mikroskopischer Teilchen. 
Von 
Robert Havemann. 

(Aus der IV. Medizinischen Klinik der Universitat Berlin im Stadtischen 
Robert-Koch-Krankenhaus. ) 

(Eingegangen am 28, August 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Durch eine groBe Anzahl neuerer Untersuchungen auf physikalisch- 
chemischem, kolloidchemischem, biologischem und auch technischem 
Gebiet, die hier aufzufiihren nicht der Ort ist, und durch den neuerdings 
entbrannten, theoretischen Streit um den Begriff des Phasengrenz- 
potentials (¢-Potential)! ist in Zukunft mit einem wachsenden Interesse 
fiir eine saubere, einwandfreie und gleichzeitig einfache Methodik der 
Messung des ¢-Potentials zu rechnen. Durch eine Reihe zum Teil noch 
nicht veréffentlichter Untersuchungen? sah Verfasser sich gendétigt, 
sich mit diesem Problem zu befassen, woriiber hier kurz berichtet 
werden soll. 


Uber die verschiedenen vorhandenen Méglichkeiten der Messung 
von ¢-Potentialen kann, abgesehen von den theoretischen Schwierig- 
keiten bei der Vergleichbarkeit der Resultate, zusammenfassend 


folgendes gesagt werden: 


Die Messung des ¢-Potentials mit Hilfe der Strémungspotentiale * 


wird, angesichts der recht erheblichen experimentellen Schwierigkeiten 
der Methode, wohl immer rein theoretischen Untersuchungen vorbehalten 
bleiben. Abgesehen von den schwer auswertbaren Messungen an Dia- 
phragmen und Membranen, die in einem anderen Zusammenhang 
gréBeres Interesse verdienen, laBt sich diese Methode nur anwenden, 
wenn es gelingt, aus einer der beiden Phasen eine mechanisch stabile 
und in ihren Abmessungen geniigend definierte Kapillare zu verfertigen. 


' Ettich u. Zwanzig, Zeitschr. f. phys. Chem. (A) 147, 151, 1930; 160, 
385, 1932; Mooney, J. of phys. Chem. 35, 331, 1931; Reichardt, Zeitschr. f. 
phys. Chem. (A), 154, 333, 1931; Aéhler, ebenda 157, 113, 1932; Bull, 
Kolloid-Zeitschr. 1933; AKomagata, Sc. Research El. Lab. No. 362, Tokyo: 
Audubert, J. Chimie Physique 30, 89, 1933. * Ettisch u. Havemann, Zeitschr. 
f. phys. Chem. (A) 174, 199, 1935; Groscurth u. Havemann, noch nicht 
veroffentlichte Untersuchungen iiber die Senkungsgeschwindigkeit der 
roten Blutkérperchen und iiber die Zusammenhange zwischen Entwicklung, 
GroéBe und £-Potential der roten Blutkérperchen. — * Ettisch u. Zwanzig, |. ¢. 
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Auch die sehr haufig als indirekte Methode zur messenden Beob- 
achtung bestimmter Erscheinungen (z. B. Bestimmung des isoelektrischen 
Punktes von EiweiBlésungen) benutzte Methode der Kataphorese im 
offenen U-Rohr weist diesen zuletzt genannten Nachteil neben anderen 
entscheidenderen auf. So ist selbst bei Ausschaltung der Méglichkeit der 
Entstehung eines hydrostatischen Diuckunterschiedes in den beiden 
Schenkeln des U-Rohrs wohl der entscheidende Nachteil der Methode, 
daB die Messung der kataphoretischen Wanderungsgeschwindigkeit 
gerade an der Stelle erfolgen mub, wo zwei verschiedene fliissige Phasen, 
die beide ein verschiedenes ¢-Potential gegeniiber der Wandung des 
U-Rohrs haben, in Bertihrung miteinander stehen. Bei vielen Lésungen, 
insbesondere EiweiBlésungen, zumal wenn sie einen Pufferzusatz ent- 
halten, wird der elektroosmotische Effekt auBerdem iiberdeckt durch die 
Erscheinungen der elektrochemischen Uberfiihrung der EiweiBionen und 
der anderen Ionen, infolge welcher eine Wanderung dieser Ionen aus der 
zu untersuchenden Lésung in das tibergeschichtete L6ésungsmittel 
stattfindet. Diese Nachteile werden ohne EinbuBe von Vorteilen 
prinzipiell experimentell allerdings nur ,,mehr oder weniger" 
vermieden bei der mikroskopischen Messung an Suspensionen in der 
geschlossenen Kammer. 

Man kann wohl ohne zu iibertreiben sagen, daB die Anzahl der 
bisher vorgeschlagenen Konstruktionen solcher Kammern so grof} ist, 
wie die Zahl der Untersuchungen auf diesem Gebiet. Der grobe Mangel 
an einer brauchbaren und einfachen Konstruktion geht hieraus mit 
gentigender Deutlichkeit hervor. Im Prinzip besteht eine solehe Kammer 
aus einem 10 bis 20 cm langen, flachen GlasgefaB von mehr oder weniger 
genau rechteckigem Querschnitt von 1 bis 2mm Tiefe und 5 bis 20 mm 
Breite. Sie wird mit ihren Enden vermittelst unpolarisierbarer Elektroden 
an die Klemmen einer Gleichstromquelle von 100 bis 200 Volt Klemmen- 


spannung angeschlossen. Durch zwei leicht verschlieBbare Offnungen 
laBt sich das Innere der Kammer leicht mit der zu untersuchenden 


Suspension fiillen und auch wieder ausspiilen. Als unpolarisierbare 
Elektroden verwendet man meistens Cu-Elektroden in CuSO,-Lésung, 
die durch die verschiedenartigsten Membranen vom Kammerinnern 
getrennt werden. Da sich eine Wanderung der lonen der Elektroden- 
fliissigkeit durch die Membranen hindurch in das Kammerinnere nie 
vermeiden ]aBt, darf die Kammer nicht beliebig kurz sein, damit ein 
moéglichst grobes Stiick der Fliissigkeit in der Umgebung des Meb- 
punktes sich wihrend der Messung unter unveranderten Bedingungen 
befindet. Die Kammer wird mit einer sehr verdiinnten Suspension 
moglichst langsam sedimentierender Teilchen gefiillt und die Wanderungs- 
geschwindigkeiten dieser Teilchen bei einem Feid von 5 bis 20 Volt/cm in 
verschiedenen Kammertiefen gemessen. 
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Aus der parabelf6rmigen Verteilung der Geschwindigkeiten in den 
verschiedenen Kammertiefen kann man mit Hilfe der Smoluchowskyschen 


Formel: Va Vo W, [1 — 6 (a —a?)] (1) 


die wahre Eigengeschwindigkeit V, der suspendierten Teilchen relativ zum 
Suspendierungsmittel und die Geschwindigkeit W, des Suspendierungs- 
mittels an der Kammerwand berechnen. (In der Formel bedeuten weiter 
Vq beobachtete Wanderungsgeschwindigkeit in der relativen Kammertiefe @.) 
Zur Berechnung von V, bzw. W, benétigt man also mindestens zwei 
Messungen in zwei verschiedenen Kammertiefen. Zur Vermeidung der lang- 
wierigen Rechnungen mit dieser Gleichung dienen folgende einfache Be- 


ziehungen, durch die bei Wahl der Kammertiefen @ = '/,5, 1/s, 1/5, 1), 
und '/, die GréBe Vy, leicht errechnen kann: 
Vo 0,333 Via =o) + 0,667 Viq = 1),) 
Vo 0.520 Via = U10) T 0,48 Via = 19) 
Vo 0,593 Via = 1/4) t 0,407 Via = 1 2) (2) 
Vo = 9,750 Vig =1),) + 9,25 Viq=1),) 


Vy = 1,333 Viq=1),) — 0,333 Vig = 1),) 


Aus der GréBe des Potentialabfalls € in Volt /em in der Kammer, den 
man aus dem Widerstand der geZiillten Kammer, der Stromstarke und der 
Lange der Kammer berechnet, und der wahren Wanderungsgeschwindig- 
keit V, der suspendierten Teilechen kann man nach der Helmholtzschen 
Formel 


e 


_4anVo 
 —- ED (3) 


bei Kenntnis der Viskositat 7 und der  Dielektrizitatskonstante D des 
Suspensionsmittels das ¢-Potential zwischen suspendierter Phase und Suspen- 
sionsmittel berechnen. Angesichts des spekulativen Charakters des nach 
dieser Formel berechneten ¢-Potentialwertes (Hitisch, Mooney, Reichardt, 
Kohler usw. |. ¢.) ist es empfehlenswert, nur das Produkt aus Viskositét 
(bezogen auf Wasser 1 oder auch in absoluten Einheiten) und Wanderungs- 
geschwindigkeit im Felde von 1 Volt/em anzugeben. 

Die wahre Eigengeschwindigkeit der suspendierten Teilchen laBt sich 
auch graphisch ermitteln auf Grund der aus der Smoluchowskyschen 
Gleichung resultierenden Tatsache, daB die elektroosmotische Bewegung der 
fliissigen Suspensionsphase in '/; bzw. 4/, der Kammertiefe gleich Null ist. 
Die in diesen Kammertiefen beobachtete Geschwindigkeit der Teilchen ist 
also die wirkliche Eigengeschwindigkeit V,. Die direkte Messung in diesen 
Kammertiefen ergibt jedoch nur sehr ungenaue Werte, da die Anderlung der 
Wanderungsgeschwindigkeit mit der Kammertiefe an diesem Umkehrpunkt 
der Fliissigkeitsbewegung sehr groB ist. Bessere Resultate werden durch 
Ausmessung der gesamten Geschwindigkeitsparabel erhalten, mit Hilfe 
derer durch den Fehlerausgleich die Bestimmung der Geschwindigkeit in 
'/- und 4/, der Kammertiefe wesentlich genauer erfolgen kann. Die durch das 
verschiedene spezifische Gewicht von suspendierter Phase und Suspensions- 
mittel bedingte Suspensions- bzw. Abrahmbewegung der suspendierten 
Phase bewirkt, daB die experimentell erhaltenen Parabeln nie vollkommen 
symmetrisch sind. Durch Mittelung der Werte in '/; und */, der Kammer- 
tiefe 1aBt sich dieser Fehler jedoch weitgehend ausgleichen. Die gesamte 
Kammertiefe bestimmt man in den willkiirlichen Einheiten der Mikro- 
metertrommel. Eine Eichung des Hubes der Mikrometerschraube eriibrigt 
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sich, ganz abgesehen von der Tatsache, daB der Héhe des Tubushubes von 
einer Kammerwand zur anderen bei dem von Luft verschiedenen Brechungs- 
exponenten des Suspendierungsmittels nicht die wahre Kammertiefe ent- 
spricht, die man nur ermitteln kann, wenn die Kammer mit Luft gefiillt ist. 
Sie ist fiir die Messung ohne Belang. 

Wie aus diesen Darlegungen hervorgeht, gestattet die Methode der 
mikroskopischen Kataphoresemessung prinzipiell die Bestimmung des 
Phasengrenzpotentials zwischen zwei Phasen, von denen man eine, die 

a 
sich, um sichtbar zu sein, durch Lichtabsorption oder Brechungs 


Le] Ohku/armikrometer 






V 




















Abb. 1. KathaphoresemeBanordnung mit an der Kammer nicht befestigten Elektroden 
(Fliissigkeitskontakt) 
exponent von der anderen unterscheiden muB, in der anderen geniigend 
fein und stabil suspendieren kann. Eine zweite Voraussetzung fiir das 
Gelingen der Messungen ist, daB die Leitfahigkeit des Suspendierungs- 
mittels nicht zu hoch ist, damit nicht die Joulesche Erwarmung stérende 
Zirkulationen des Suspendierungsmittels hervorruft. 

Diesem, die Messungen gefaihrdenden EinfluB der Stromwarme |aBt 
sich durch Wahl sehr flacher Kammern, allerdings auf Kosten der Meb- 
genauigkeit, begegnen. Bei Messungen, die Groscurth und der Ver- 
fasser (]. c.) an roten Blutkérperchen in Blutplasma in einer 0,75 mm 
tiefen Kammer ausfiihrten, ergab sich jedoch, das es méglich ist, auch 
in solchen flachen Kammern in relativ gut leitenden Suspensionen zu 
genauen Werten zu gelangen. Voraussetzung fiir das Gelingen dieser 
Messungen war jedoch, wie umfangreiche Versuche mit allen méglichen 
Kammerformen lehrten, die Verwendung der besonderen und einfach 
zu handhabenden Kammerform,. die in folgendem kurz beschrieben 
werden soll. 

Die Kammer und die zugehérigen Teile der MeBanordnung, Elek- 
troden usw. sind in Abb. | dargestellt. Die eigentliche Kammer besteht 
aus einem 150 mm langen prismatischen GlasgefaB von 0,75 mm Tiefe 
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und 10mm Breite, das aus vier entsprechenden Spiegelglasstreifen 


feuer- und saurefest zusammengekittet war. Die Offnungen an den 
beiderseitigen Enden sind sauber abgeschliffen und poliert. An Stelle 
dieser gekitteten Kammer, die allerdings den Vorteil eines sauber recht- 
eckigen Querschnitts besaBb, wurde bei anderen Messungen auch eine 
kittlose Kammer aus flachem Glasrohr (sogenanntem Butyrometerrohr) 
verwendet, die trotz ihres nicht exakt rechteckigen Querschnitts, wie 
Versuche ergaben, zu gleich exakten Ergebnissen fiihrte. Fiir sehr exakte 
Untersuchungen zu theoretischen Studien des ¢-Potentialproblems 
wird man diese kittlose Kammer sogar vorziehen, weil offenbar die un- 
regelmaBige Form weniger stért, als der elektroosmotische Effekt der 
Kittsubstanz. Ist man jedoch gezwungen in relativ hochleitenden 
Fliissigkeiten zu messen, so erméglicht erst die absolut regelmabige 
Form und Wandstarke der gekitteten Kammer die notwendig gleich- 
mabige Ableitung der Stromwarme. 

Das diffizilste Problem aller Kataphoresekammern, die Strom- 
zufiihrung, wurde auf folgende Weise gelést: 

Als Membransubstanz erwies sich Kollodium als sehr geeignet. Man 
gieBt die Kahlbaumsche Lésung ,,fiir Membranen* in gleichmaBiger Schicht 
von etwa 2mm Dicke auf einer planen, genau horizontal liegenden Glas- 
platte aus und laéBt sie zu einem durchsichtigen Film eintrocknen (etwa 
15 bis 20 Minuten), der in trockenem Zustand von der Platte abgehoben wird. 
Hieraus werden zwei rechteckige Scheiben geschnitten, die etwa 3 bis 4 mm 
langer und breiter sind als der 4uBere Querschnitt der Kammer. Eine solche 
Membran wird auf eine ebene Unterlage gelegt, dann wird ein Ende der 
Kammer senkrecht unter leichtem Druck auf die Membran gesetzt und die 
Membran durch AusgieBen des iiberstehenden Randes mit einer ge- 
schmolzenen Mischung von drei Teilen Paraffin (hochschmelzend) und einem 
Teil Kollophonium an das Kammerende geklebt. Ebenso verfahrt man mit 
dem anderen Kammerende. Den sauber abgeschnittenen etwa 2 mm iiber- 
stehenden Rand der Membran begieBt man jetzt auch noch von der anderen 
Seite:mit Kitt, natiirlich unter Freilassung des die Kammeréffnung be 
deckenden Teils der Membran. Hierauf wird die Kammer durch die Tuben A 
und £ mit destilliertem Wasser gefiillt. Bevor nun die Kammer fiir die 
Messung verwendbar ist, miissen die Membranen vollstandig gequollen und 
mit Wasser gesattigt sein. Diese Membranen, die sich in der beschriebenen 
Weise sehr leicht anbringen lassen, haben bei standiger sorgfaltiger Reinigung 
eine Lebensdauer von vier bis sechs Tagen. 

Die ElektrodengefaBe (£, 2) sind kleine durch Gummistopfen ver- 
schlossene Weithalsflaschen, in die als Elektroden starker Kupferdraht, 
der an seinem unteren Ende zu einer breiten Flache ausgehammert ist, 
eingefiihrt ist. Die ElektrodengefaBe sind mit einer n-CuSO,-Lésung 
gefiillt. Als Verbindung mit der Kammer dient das in der Abbildung 
gezeichnete Verbindungsrohr (R, R). Es ist an seinen Enden abgeflacht 
und 1aBt sich aus den VorratsgefaBen (V, V) mit einer beliebigen leitenden 
Flissigkeit fiillen, die fiir die Berithrung mit den Membranen und damit 
infolge der unvermeidlichen Diffusion mit dem Kammerinhalt geeignet 
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ist. (Im Falle von Messungen im Blutplasma z. B. mit physiologischer 


Kochsalzlésung.) Wahrend der Messung beriihren die abgeflachten 
Enden dieser Rohre die Membranen, durch einen zwischen Membran und 
Rohr R hangenden Fliissigkeitstropfen steht die Kammer in leitender 
Verbindung mit den Elektroden. 

Der Vorteil dieser Anordnung gegeniiber allen Systemen mit Elek- 
troden, die in fester mechanischer Verbindung mit der Kammer stehen, 
liegt auf der Hand. Die Elektroden lassen sich ohne weiteres entfernen. 
Zum Zweck der Reinigung und Neubeschickung wird lediglich die 
Kammer aus der Anordnung herausgenommen, ohne dal dabei eine 
Zerstérung der bei vielen Konstruktionen sehr diffizilen Elektroden 
notwendig ware. Die Elektroden haben die fiir die Gewahrleistung einer 
ausreichenden Unpolarisierbarkeit notwendige Dimensionierung. Die 
Anordnung kann in wenigen Augenblicken fiir die Messung fertig ge- 
macht werden und erleichtert infolge ihrer Ubersichtlichkeit das Auf- 
finden von eventuell auftretenden Fehlern, wie Stromunterbrechung 
durch Luftblasen usw. Ein weiterer Vorteil der hier angegebenen 
Methodik ist darin zu sehen, daB sie eine freie Wah! des an die Kammer- 
membran grenzenden Halbleiters gestattet, so daB eine Polarisation und 
ahnliche Erscheinungen, z. B. infolge von EiweiBkoagulation durch 
Bildung von Schwermetallkomplexen (Cu!) an den Membranen, aus- 
geschlossen werden kénnen. Die Apparatur gestattete die Ausfiihrung 
von 1000 Einzelmessungen im Plasma des menschlichen Blutes in etwa 
5 Stunden von relativ ungeiibter Hand!. 


Zusammenfassung, 

1. Es wird eine kurze zusammenfassende kritische Darstellung 
der verschiedenen gebrauchlichen Methoden der ¢-Potentialmessung 
gegeben. 

2. Die fiir die Praxis der mikroskopischen Kataphoresemessung in 
Suspensionen mit Hilfe der geschlossenen Kammer wichtigen theo- 
retischen Zusammenhange werden kurz dargestellt. 

3. Es wird eine neue, einfache Konstruktion einer solchen Kata- 
phoresekammer angegeben, die ein einwandfreies Messen auch in relativ 
gutleitenden Suspensionen (z. B. im Blutplasma) gestattet und = sich 
durch eine besonders praktische Anordnung der Elektroden auszeichnet. 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft ausgefiihrt, wofiir ich auch an dieser Stelle meinen Dank 
aussprechen méchte. 


' Die gesamte MeBanordnung ist zu beziehen durch die Firma: W. Aau- 
hausen, Berlin-Dahlem, IhnestraBe. 








Protease-einwirkung auf das Eiweib ungekeimter Getreidearten 
und ihr Einflu6B auf deren amylolytische Kraft. 


Von 


Tadeusz Chrzaszez und Jozef Janicki. 


(Aus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Technologie der Universitit 
in Poznan, Posen.) 
(Eingegangen am 28. August 1935.) 

In einer Reihe von Untersuchungen! behandelten wir den Einflui 
der vier Proteasen Papain, Trypsin, Pepsin und Labferment auf die 
Vermehrung der aktiven Amylasemenge verschiedener Getreidearten 
unter Beriicksichtigung der verzuckernden, dextrinierenden und _ ver- 
fliissigenden Kraft der Amylase. Auf Grund unserer Untersuchungen 
iiber den EinfluB des Papains gaben wir der Ansicht Ausdruck (I. ¢)., daB 
die Vermehrung der aktiven Amylasemenge durch den Abbau des diese 
bindenden EiweiBes erfolgt. In den Fallen, wo wir bei Getreidearten 
diese Vermehrung der aktiven Amylasemenge nicht feststellen konnten, 
vermuteten wir, dab das Papain nicht imstande ist, das betreffende 
EiweiB abzubauen. Aus diesem Grunde wendeten wir auch eine ganze 
teihe oben erwahnter Proteasen und sogar deren Gemenge an, ver- 
mochten jedoch keine gréBere Vermehrung der aktiven Amylasemenge bei 
diesen Getreidearten zu erzielen, die davon von vornherein nur geringe 
Mengen besaBen. Besonders hervorzuheben ist, daB dabei festgestellt 
werden konnte, dafB Lab einen kraftigen EinfluB auf die Vermehrung 
der aktiven Amylasemenge erkennen ]iBt und bei manchen Getreide- 
arten sogar einen kraftigeren als Papain. Es wirde dies darauf hin- 
weisen, daB im Lab ein GetreideeiweiB abbauendes proteolytisches 
Enzym vorhanden ist. 

Auf Grund dieser Tatsachen konnte die Frage entstehen, ob in den 
Fallen, in denen gewisse proteolytische Enzyme einen geringen oder 
sogar negativen EKinfluB auf die Vermehrung der aktiven Amylasemenge 
der betreffenden Getreide ausiiben, itiberhaupt ein EiweiBabbau statt- 
findet. Weiterhin war festzustellen, wie der EiweiBabbau der Getreide 
unter dem EinfluB der verschiedenen Proteasen vonstatten geht, ob er 
vor allem tiberhaupt existiert, und welche Beziehung zwischen EiweiB- 
abbau einzelner Getreide und VergréBerung der aktiven Amylase be- 
steht: schlieBlich war aufzuklaren, ob man aus dem Abbaugrade des 
KiweiBes einen SchluB auf den Gehalt bzw. die Zunahme der aktiven 
Amylasemenge im besonderen ziehen kann. 

1 T. Chriqszcz u. J. Janicki, diese Zeitschr. 272, 402, 274, 274, 1934: 


278, 112, 1935; Biochem. J. 28, 1949, 1934; Roezniki Nauk Rolniezych i Les. 
33, 191, 1934. 
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Experimenteller Teil. 


Zu den Untersuchungen wurden Gerste, Weizen, Hafer, Buchweizen und 
Hirse, auBerdem losliche Starke Erg. B. 5, Labferment 1: 300000, Papain 
1: 100, Trypsin und Pepsin (.Werck) verwendet. Die Einwirkung der proteo- 
lytischen Enzyme auf die ungekeimten Getreide (25 g + 150 cem H,O 

4cem Toluol) wurde bei 20°C wahrend 14 Stunden durchgefiihrt. Die 
Ausziige wurden auf Grund unserer in der letzten Arbeit! iiber die Ein- 
wirkung des Labferments auf die diastatische Kraft der ungekeimten 
Getreide mitgeteilten Erfahrungen nur von Zeit zu Zeit geschiittelt. In den 


filtrierten Ausziigen wurden die verzuckernden, dextrinierenden und ver- 
fliissigenden Faktoren der amylolytischen Kraft nach der in der letzten 
Arbeit angegebenen Methode bestimmt. Der Kiirze halber sind in der 
vorliegenden Arbeit die Zahlen, die sich auf die dextrinierende und ver- 
fliissigende Kraft beziehen, nicht angegeben, da auf diese Funktionen die 
proteolytischen Enzyme nur einen geringen EinfluB ausiibten; hinsichtlich 
der diesbeziiglichen Daten verweisen wir auf unsere Arbeiten iiber den 
Kinflu8 von Labferment! bzw. Pepsin (I. c.). 

Die proteolytische Wirkung der von uns angewendeten Enzyme wurde 
gepriift, indem folgende Bestimmungen durchgefiihrt wurden: 

1. Die gesamte losliche Biweifmenge wurde nach der AKjeldahi-Methode 
in den blank filtrierten Ausziigen bestimmt und in mg N, welche auf 1 g 
Getreide entfallen, angegeben. Die Zunahme des unter dem EinfluB der 
proteolytischen Enzyme léslichen Stickstoffs ist in Prozenten des wasserigen 
Auszuges wiedergegeben. 

2. Die Menge des mit gesdttigter MgSO,-Lésung bei saurer Reaktion 
ausfdllbaren Eiweifes wurde nach den Angaben von P. Kolbach und 
R. Buse® bestimmt und in den Tabellen in denselben Einheiten wie oben 
beim gesamtléslichen EiweiB angegeben. 

3. Die Menge des durch MgSO, nicht ausfdllbaren Stickstoffs wurde aus 
dem Unterschied zwischen léslicher und mit MgSO, ausfallbarer Eiweib- 
menge berechnet. AuBerdem wurde das Verhaltnis des mit MgSO, aus- 
fallbaren EiweiBes zur CGesamtmenge des léslichen EiweiBes berechnet. 

4. Die Anzahl der Carboxylgruppen wurde durch Titrieren mit 0,2n KOH 
in alkoholischer Lésung nach Woillstdtter und Waldschmidt-Leitz® bestimmt, 
und zwar: 

a) in 50° igem Alkohol mit Phenophthalein bei Verwendung von 
5ecem des filtrierten Auszuges, 

b) in 90° igem Alkohol mit Thymolphthalein bei Verwendung von 
5cem des filtrierten Auszuges. 

In den Tabellen bedeutet x Menge der Carboxylgruppen in ccm 
0.2n KOH, die auf Aminosiuren entfaillt und nach der Formel 

L100 (b a) 
100—28 
die auf Polypeptide entfallt. 


berechnet ist, ferner 6 — + = Menge der Carboxylgruppen, 


Wirkung der Proteasen auf Gerste. 


Um die Abhangigkeit zwischen EiweiBabbaugrad und Zunahme der 
aktiven Amylasemenge unter dem Einflu8 verschiedener Proteasen fest- 


1 T. Chrzaszecz u. J. Janicki, dese Zeitschr. 272, 402; 274, 274, 1934; 
278, 112, 1935. — * Wochenschr. f. Brauerei 50, 266, 1933. 3 W. Grass- 
mann in OC. Oppenheimer, Die Methodik der Fermente, S. 980 (1929). 


Biochemische Zeitschrift Band 281 27 
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zustellen, wurden Ausziige von fiinf verschiedenen Gerstensorten hergestellt 
und mit a, b, e, d, e, bezeichnet. 


la, lb, le, Id, le . . . . wasserige Ausziige, 

2a, 2b, 2c, 2d, 2e .. . . Ausziige, mit Zusatz von 3g Papain 
hergestellt, 

3a, 3b, 8e . . . . . . . . Ausziige, mit Zusatz von 6 g Labferment 
hergestellt, 

4a, 4b ...... 6 «+ « Auseige, mit Zusatz von 3g Pepsin 
hergestellt, 

5e, 5d . ...... ~~... Ausziige mit Zusatz von 0,5 g Trypsin 
hergestellt, 

6c, 6d, 6e..... =. =. =. . Ausziige mit Zusatz von 1,0g Trypsin 
hergestellt, 

7c, 7d, Je... .... . . Ausziige mit Zusatz von 2,0 g Trypsin 
hergestellt, 

Se... ... ss... . Ausgiige mit Zusatz von 3,0 g¢ Trypsin 
hergestellt, 

OE. he wee oso oe IO det usatz: von 3:00 Lab- 


ferment hergestellt. 


Die Wirkung der einzelnen von uns verwendeten Proteasen laBt 
erkennen, daB fast alle und demnach gleichfalls Lab was besonders 
hervorzuheben ist — GersteneiweiB abbauen, wobei jedoch der Abbau je 
nach der Qualitét des verwendeten Enzyms in verschiedener Starke 
stattfindet und verschieden tief geht. Den kraftigsten und weitest 
gehenden Abbau des Gersteneiweibes bewirken Trypsin und Papain, 
was durch die starke Zunahme nicht nur des léslichen Stickstoffs, 
sondern auch des mit Mg 8 O, nicht ausfallbaren, demnach weiter hydroly- 
sierten N und der Carboxyle der Polypeptide zum Ausdruck kommt. 
Die abbauende Wirkung des Labferments ist bei GersteneiweiB schwacher 
als diejenige des Papains. Es laBt sich dies vor allem an der geringeren 
Zunahme weiter abgebauten (durch MgSO, nicht ausfallbaren) EiweiBes 
erkennen. Selbst bei Verwendung zweimal gréBerer Mengen als von 
Papain, und zwar 6 g, einer Menge, die eine maximale Zunahme aktiver 
Amylasemenge durch Labferment hervorrief, konnte in keinem Falle 
dieselbe Menge wie mit Papain bzw. Trypsin erhalten werden. Aus dem 
Verhaltnis des ausfaillbaren N zum loslichen N geht hervor, daB die 
typische Wirkung des Labferments eher auf einer Desaggregation des 
KiweiBes beruht, denn dieses Verhaltnis ist bei der Labwirkung fast 
dasselbe wie beim wasserigen Auszug. Der Einflu8 des Pepsins auf den 
EKiweiBabbau war im natiirlichen Milieu des Gerstenauszuges sehr gering. 
Auf Grund dieser Tatsache mu8B die Vermutung ausgeschlossen werden, 
daB die vom Labpraparat hervorgerufene Proteolyse von eventuellen 
Verunreinigungen durch Pepsin stammen kénnte. 

Nicht allein die Art der einwirkenden Protease besitzt einen KinfluB 
auf die Lésung und den weiteren Abbau des GersteneiweiBes, sondern 








Tabelle I. 


{11 


Getreidearten usw 


2 
af 
of 
= 
= 
2 
z 
5 
is 
wt. 
os 
io! 
ol 
— 
= 
z 
2 
x 
tL 
% 
8 
5 
a 


oulqeu por oz/u 


-nZ, 


yeay 
@PULIYONZII A 


auLyBU 
-07 


8c0 
090 
090 
FLO 
09°0 
FLO 
FEU 


c¢g'0 
060 
CTT 
0€ 0 
ceo 
cL'0 
00'T 


er 


LGU 


suzsny 0 
uI90 ¢ june 
HOM auyeu 
“zo Woo -nZ 
eapudad 
-AlOd 


ueddnasjAxoqiey) 


OF 0 
OF O 
OF 0 
OF'0 
cro 
cr 0 
CFO 
Cro 


snzsny 

u1dd G JnB 
HOM 

uZ'O Wdod 
uainys 
-OuUIMLY 


oulygRe 
OOL > -0Z 
YOUsol N 
deqi(Rjsne N 


96F S 
cece 
9FLS 
6Fo ES 
GIO € 
BUG F 
960°T 
L6L°¢ 
GO8 G 
P8672 
#62 9 
L¥L‘0 
olLgeg 
6S8'e 
O€0'E 
6669 
C96 0 
ccT I 
GLLE 
OFT L 
8SO'T 
OCT T 
994 F 
C16 


9F6 0 


sul 


TOS3N 
}1UI 


eq [RJsne 


qo N 


tL 9C0'% 
cll 969 G 
CTT 099% 
99 9c0'% 
STI GOL‘S 
O8 TET @ 
ral 

Ill 

GS 

6 


661 
6LT 
gcT OLO'S 
€9 1c6 
€0G'T 
SF C96 I 
£06 E20 F 
g— 9201 
: LOE T 
6E OLFT 
161 190°E 
Og cge'T 
= FCT 


916 su 


auqru rOS3IN 


r Un 
-n ! 
7 LEQ{[RISue 


N 


isla) BT jny 


0 
0 


aulyRu 
“07 


OOT'9 
9688 
89% 
OIE 
C6L L 
99€°8 
C8Es% 
069% 
eee 
09c‘9 


000% 


Bu 


Yo'sol 
N 


Snzsny 





‘IT S119 OBL 














412 T. Chrzqszez u. J. Janicki: 


auch die Art der Gerste. Im gegebenen Fall verhalten sich namlich die 


von uns verwendeten fiinf verschiedenen Gerstensorten unter dem Ein- 
fluB der gleichen Papainmenge véllig verschieden. Diese verschiedene 


Widerstandsfahigkeit des GersteneiweiBes gegeniiber verschiedener 


Proteasewirkung weist darauf hin, daB EiweiB derselben Getreidearten 
bei verschiedenen Sorten einen verschiedenen Bau _ besitzen kann. 

Trotz der herrschenden Ansichten konnte eine Abhangigkeit 
zwischen KiweiBabbaugrad und Zunahme aktiver Amylasemenge nicht 
festgestellt werden. Die Ubereinstimmung des Eiweibabbaugrades mit 
der Zunahme der aktiven Amylasemenge war nur eine zufallige. 


Einwirkung der Proteasen auf Weizen. 

Weizen muB zu denjenigen Getreidearten gerechnet werden, die 
unter dem EinfluB proteolytischer Enzyme eine kraftige Zunahme 
aktiver Amylase, besonders, wie auch bei Gerste, der verzuckernden 
Funktion derselben erkennen lassen. Es war demnach weiterhin fest- 
zustellen, wie Weizen sich unter dem Einflu8 verschiedener Proteasen 
verhalt. Zu diesem Zweck wurden folgende Ausziige hergestellt: 

1. wasseriger Auszug, 

2. Auszug mit Zusatz von 3g Papain, 
=f = ss te ~ © LAD, 

4 3g Pepsin. 


Tabelle II. 





Auf 1 g Gerste 





Aus- N N nicht N ausfallbar 
4 ausfallbe ausfiillbar T ldslic 
Zug N lislich | Zunahme —* Zunahme — ar Zunahme N léslich 
MgSO, MgSO, x 100 
Nr. ng 9), mg ig mg Vig 
A. 2,200 ca 2,033 _ 0,167 — 92,4 
2. 11,793 436 2,795 33 9,088 5342 22,9 
3. 8,396 281 4.595 126 3,891 2176 54,7 
4. 3,880 85 2.537 25 1,343 704 65,4 
Carboxylgruppen Verzuckcrnde Kraft 
Aus- Aminosiiuren Polypeptide 
zug On Zunahme ae Py a Zunabme com 2/20 Zunahme 
auf 5eem auf 5cem 
Nr. Auszug 0 Auszug 0), 0}, 
Ni 0,33 0,0 0,27 — 399 ~- 
2. 0,33 0,0 1,07 296 660 69 
3. 0,33 0,0 0,62 130 577 48 
4. 0,33 0,0 0,27 0 374 —4 


Man sieht beim Weizen einen sehr kraftigen und weitgehenden 
EiweiBabbau, besonders bei Verwendung von Papain. Lab baut eben- 
falls verhaltnismaBig leicht WeizeneiweiB ab, allerdings hauptsachlich im 
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Hinblick auf dessen Desaggregierung. Auch hier sieht man keinen 
Zusammenhang zwischen EiweiBabbaugrad und Zunahme aktiver 
Amylasemenge. Pepsin besitzt einen verhaltnismaBig groBen EinfluB auf 


x 


den Abbau des WeizeneiweiBes und vermehrt die lésliche EiweiBmenge 


bis zu 85%, die aktive Amylasemenge erfuhr jedoch im Verhaltnis zum 
Wasserauszug nicht nur keine Vermehrung, sondern sogar eine geringe 
Verminderung. 


Einwirkung der Proteasen auf Hafer, Buchweizen und Hirse. 

Aus unseren Untersuchungen ging hervor, daB die obigen Getreide- 
arten eine schwache amylolytische Kraft besitzen. Die proteolytischen 
Enzyme erhéhten zwar deren amylolytische Kraft, aber nur in sehr 
geringem Mabe. Es war demnach interessant, festzustellen, ob bei diesen 
Getreidearten unter dem EinfluB der von uns verwendeten proteo- 
lytischen Enzyme tberhaupt ein EiweiBabbau stattfindet bzw. in 
welchem Mabe. Zu diesem Zweck verwendeten wir zwei Hafersorten ,,a“ 
und ,,b** und je eine Sorte Buchweizen und Hirse. Von Hafersorte ,,b“‘, 
Buchweizen und Hirse wurden analoge Ausziige wie bei Weizen hergestellt, 
von Hafersorte ,,a°* dagegen wurde eine ganze Reihe besonderer Aus- 
zige zubereitet, wie im folgenden angegeben ist: 


1. 25¢ Hafer 150 cem H,O $eem Toluol, 


2. 25g Hafer 150 cem H,O 4eem Toluol mit Zusatz von 0,8 g 
Lab, 

3. 25g Hafer 150 cem H,O + 4cem Toluol mit Zusatz von 0,8 g 
Trypsin, 

4. 25g Hafer 150 cem H,O teem Toluol mit Zusatz von 3,0g 
Papain, 

5. 25g Hafer 150 cem H,O 4eem Toluol mit Zusatz von 3,0¢ 
Trypsin, 

6. 25¢ Hafer 150 cem H,O #eem Toluol mit Zusatz von 3,0¢g 
Lab 

7. 25¢@ Hafer 150 cem H,O teem Toluol mit Zusatz von 6,0 ¢ 
Lab 


Aus der Tabelle IL] geht hervor, daB bei allen Getreidearten Lab- 
ferment EiweiB bedeutend kraftiger abbaut als Papain, und zwar beim 
Hafer sogar vier- bis fiinfmal kraftiger, obwohl Trypsin eine noch gréBere 
Fahigkeit, HafereiweiB abzubauen, besitzt. Es mu} bemerkt werden, 
daB bei Hafersorte ,,a‘‘ die prozentuelle Zunahme des léslichen bzw. 
ausfallbaren N geringer als bei Hafer ,,b‘ ist, hauptsadchlich deshalb, 
weil der Wasserauszug schon viel léslichen Stickstoff enthalt. Bei 
Buchweizen und besonders bei Hirse erfolgt unter der Eimwirkung des 
Papains eine Verminderung der léslichen KiweiBmenge; bei der Ver- 
wendung von Lab ist dies nicht der Fall. Auch bei diesen drei Getreide- 
arten kann man keine Korrelation zwischen EiweiBabbau und Zunahme 
aktiver Amylasemenge feststellen. Bei Hafer ,,b“ erfolgte bei Lab 
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einflu8 durchaus kein schwacherer EiweiBabbau als bei denjenigen 
Getreidearten, die unter dem EinfluB dieses Enzyms eine grobe Zunahme 
aktiver Amylase erkennen lassen, die Zunahme aktiver Amylase selbst 
war hier jedoch sehr gering. Charakteristisch ist, daB bei Hirse, bei 
welcher unter dem EinfluB des Papains die aktive Amylasemenge, 
besonders deren dextrinierende Funktion, eine starke Verminderung 
erfuhr, gleichzeitig auch eine Verminderung des léslichen EiweiBes zu 
erkennen ist. 
Besprechung der Erg bnisse. 

Auf Grund der Untersuchungen von J. S. Ford und J. M. Guthrie', 
ferner von W. Syniewski* iiber den EinfluB von Papain auf Gerste, und 
schlieBlich unserer eigenen Untersuchungen (I. c.) tiiber den EinfluB von 
Papain, Trypsin, Pepsin und Labferment auf verschiedene Getreide- 
arten kénnte man annehmen, daB in ungekeimten Getreiden schon 
fertige Amylase, zum wenigsten die verzuckernde Funktion, vorhanden 
ist. Durch die Einwirkung des Papains auf Gerste kann nach der Ansicht 
von Syniewski der Amylasegehalt bis zu der Héhe vergréBert werden, 
die man in Malzen antrifft. Die Aufgabe des Malzprozesses bestande dem- 
nach nur in der Freimachung der im Korn schon fertig vorhandenen 
Amylase durch Abbau des diese bindenden EiweiBes. Dieser Ansicht 
widerspricht 4A. Hesse? und meint, daB die VergréBerung des Wirkungs- 
effekts der Amylase keine Folge des EiweiBabbaues ist; er weist da- 
gegen auf die Aktivatoren der Amylase hin, die unter solchen Be- 
dingungen eventuell gebildet bzw. aktiviert werden kénnen. Dieser 
Einwand Hesses verdient schon deshalb beachtet zu werden, weil bei 
den bisherigen Untersuchungen tiber den EinfluB der Proteasen auf die 
Amylasevermehrung in Getreiden noch nie die Wirkung dieser Proteasen 
auf das KorneiweiB geprift worden ist und nur allgemein davon ge- 
sprochen wurde, daB unter diesen Verhaltnissen ihre Proteolyse statt- 
findet. 

Wenn die Amylase im ungekeimten Korn schon fertig vorhanden 
und nur ein Teil dieser Amylase aus irgendeinem Grunde inaktiv ware, 
dann miuBte man dieses bei allen Getreidearten feststellen kénnen. In 
dieser Hinsicht zeigen unsere Untersuchungen, daB prinzipiell zwei 
Gruppen vorhanden sind. Eine Gruppe: Gerste, Roggen und Weizen, 
besitzt eine groBe Amylasemenge, welche durch Papain bedeutend 
vermehrt werden kann, und die andere Gruppe: Hafer, Hirse, Buch- 
weizen und Mais, verfiigt nur iiber wenig Amylase, und dort hat Papain 
auf die aktive Amylasevermehrung nur einen geringen, und sogar (bei 
Hirse und teilweise Hafer) negativen EinfluB*. Bei der Einwirkung der 

' Inst. of Brewing 61, 1908. 2 Diese Zeitschr. 158, 87, 1929. . Ex 
gebnisse d. Enzymforsch. 3, 95, 1934. 4 7. Chrzaszcz u. J. Janicki, diese 
Zeitschr. 272, 402, 1934. 
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oben angefiihrten Proteasen auf das Eiweif verschiedener Getreide- 
arten zeigt sich, daB die Vermehrung der aktiven Amylasemenge auch 
von einer Vermehrung léslichen bzw. weiter abgebauten und deshalb 
durch MgSO, nicht mehr ausfallbaren EiweiBes begleitet ist, man findet 
jedoch keinen Zusammenhang zwischen diesen beiden Faktoren, d. h. 
zwischen Jéslicher KiweiBmenge und Vermehrung der aktiven Amylase. 
Wenn ein solcher Zusammenhang besténde, dann miuBte man in allen 
Fallen, in denen eine gréBere Menge léslicher bzw. durch MgSO, nicht 
ausfallbarer Stickstoffverbindungen erhalten wird, eine entsprechend 
gréBere aktive Amylasemenge feststellen kénnen. In Wirklichkeit ist 
dies nicht der Fall, und dies weist darauf hin, daB die Vermehrung der 
Amylasemenge durch Proteaseeinwitkung auf Getreide, und damit auch 
beim KeimprozeB des Getreides, nicht die ausschlieBliche Folge davon 
ist, daB amylasebindendes EiweiB gelést wird, sondern daB hier auch 
Prozesse in Frage kommen, die auf die Aktivierung von Begleitfaktoren 
der Amylase einen Einflu8 haben. Nach unseren Untersuchungen kann 
hier sowohl eine Freilegung der Amylase durch EiweiBabbau, weiter 
KiweiBabbauprodukte (Eleutosubstanzen') als auch eine Aktivierung 
der Amylase durch Kinasen (Dextrinogenkinase und Amylokinase*) 
stattfinden. Es muB jedoch beme1kt werden, dab die verwendeten 
Proteasen nur schwach diejenigen Faktoren mobilisieren, die die 
dextrinierende und verfliissigende Kraft im Getreide aktivieren, da 
diese Funktionen trotz alledem nur wenig vergr6éBert werden. 

Kine besondere Beachtung verdiente das Verhalten von Getreide- 
eiweiBarten (Hafer, Buchweizen, Hirse und Mais), die unter der Ein- 
witkung von proteolytischen Enzymen nur eine sehr schwache Ver- 
mehrung der aktiven Amylasemenge, bei Hirse sogar deren Verminderung, 
besonders des dextrinierenden Faktors, erkennen lassen. Wir sprachen 
seiner Zeit die Ansicht aus, daB der Grund dafir der ist, daB die be- 
treffenden proteolytischen Enzyme das die Amylase dieser Getreide 
bindende EiweifB nicht zu zerlegen vermégen. Es stellt sich jetzt heraus, 
daB diese Ansicht nicht richtig war, denn die Lésung des Eiweibes 
erfolgt bei diesen Getreidearten ebenfalls, beim Hafer z. B. ist diese 
Lésung unter dem EinfluB des Labferments durchaus nicht geringer als 
bei den Getreidearten, bei denen wir eine groBe Zunahme aktiver Amylase 
feststellten. Stellen wir die Tatsachen zusammen, dann ergibt sich 
folgendes: die eine Getreidegruppe mit groBer Amylasemenge zeigt unter 
ProteaseneinfluB eine groBbe Amylasevermehrung, und die andere 
Getreidegruppe mit geringer Amylasemenge zeigt unter denselben 
Bedingungen nur eine geringe Vermehrung derselben, obwohl in beiden 


1 T. Chrzaszcz u. J. Janicki, diese Zeitschr. 268, 250, 1933. — * Die- 
selben, Biochem. J. 28, 1949, 1934; 2. Waldschmidt-Leitz, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 208, 117, 1931. 
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Fallen eine kraftige Lésung und reichlich tief gehender Abbau des Ki- 


weiBes erfolgte. Daraus geht demnach hervor, daB es sich in allen diesen 
Fallen vor allem um eine Steigerung des Wirkungseffekts schon vor- 
handener Amylase handelt, und daB dies vermutlich dadurch stattfindet, 
daB Faktoren, die diese Wirkung erméglichen oder erwecken, gebildet 
baw. freigelegt werden. Es wird dadurch auf die Vermehrung der Amylase 
im Getreide ein grundsatzlich anderes Licht als bisher geworfen. 

Besonders interessant ist das Verhalten einzelner Proteasen und 
besonders dasjenige des Labferments gegentiber dem EiweiB  ver- 
schiedener Getreidearten. Die bisherigen Untersuchungen iiber das 
Labferment und seine Wirkung wiesen diesem Enzym in gewisser Hin- 
sicht eine besondere Stellung zu, da es die Fahigkeit besitzt, Milceh- 
eiweiB, Casein auszufaillen. Nach G. S. Inichoff' soll Lab auf Milchcasein 
nur desaggregierend wirken, nach H. Holter? dagegen soll bei dem Uber- 
gang von Casein in Paracasein eine chemische Veranderung des Casein- 
komplexes eintreten, welche in einer proteolytischen Spaltung bestehen 
soll. Dabei gibt er allerdings dem Zweifel Ausdruck, ob iiberhaupt ein 
Zusammenhang zwischen proteolytischer Wirkung und Milchgerinnung 
existiert, und meint, daB hier auch in Betracht gezogen werden miisse, 
daB Verunreinigungen von Pepsin bei dem hier in Frage kommenden pa 
eine geringe Restwirkung haben kénnten. Unsere eigenen Unter- 
suchungen, die aller Wahrscheinlichkeit nach zum ersten Male die 
proteolytische Wirkung des Labferments mit der Einwirkung anderer 
Proteasen auf PflanzeneiweiB vergleichen, lassen das Labferment in 
véllig neuem Licht erscheinen. Vor allem zeigt sich, daB Lab ein ziem- 
lich kraftiges proteolytisches Enzym ist und sich bei seiner Kinwirkung 
auf GetreideeiweiB ahnlich wie andere Proteasen verhalt und einen recht 
kraftigen Abbau hervorruft. Auf das EiweiB von Hafer, Buchweizen und 
teilweise auch von Hirse wirkt es kraftiger als Papain, besonders kraftig 
ist seine Wirkung auf Hafer. Aus diesem Grunde muB das Labferment 
auch zu den Proteasen gerechnet werden, die speziell auf gewisse Eiweib- 
sorten eingestellt sind, wie man dies an der Wirkung dieses Enzyms auf 
die einzelnen PflanzeneiweiBe sieht. Wir konnten ferner feststellen, dab 
diese proteolytische Wirkung des Labferments nicht von eventuellen 
Beimengungen von Pepsin in den Praparaten dieses Enzyms stammt, 
da selbst groBe Pepsinmengen unter natiirlichen py-Bedingungen der 
Getreideausziige fast keine Proteolyse bewirken. 

Auf Grund vorliegender Untersuchungen diirfte es schwer halten, im 
Labferment ein Enzym sehen zu wollen, das lediglich Caseineiweif aus- 
fallt, zumal diese Ausfallung von Caseinstoff auch Papain und Trypsin 
bewirken, wenn auch in schwicherem Mabe. Die Spezifitat des Lab- 
* Ebenda 295, 173, 1932. 


97, 1922. 





! Diese Zeitschr. 131, 
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ferments sollte eher in dem Sinne verstanden sein, daB es eine Proteas 
ist, die kraftig auf gewisse EiweiBe wie Hafer oder Milchcasein einwirkt 
indem es diese vor allem desaggregiert. Das desaggregierte EiweiB wird 
unter Mitwirkung von Ca ausgefallt. Papain dagegen und Trypsi: 
bewirken eine tiefgehende Hydrolyse des Milchcaseins, so daB dies: 
Produkte entweder nicht mehr koagulationsfahig sind, oder auch dic 
infolge der Hydrolyse entstandenen Produkte die Ausscheidung des 
iibriggebliebenen Caseins verhindern. Es wiirde dies eine Analogie zu 
Eleutosubstanz, Peptonen, EiweiBabbauproduktn sein, die die Eiweil 
koagulierung hemmen bzw. erschweren. 

Wenn wir jetzt die Wirkung verschiedener Proteasen auf die ein 
zelnen GetreideeiweiBarten betrachten, so fallt vor allem die sich scharf ab 
zeichnende individuelle Einstellung der Proteasen auf die Art des EiweiBes 
auf, was sicherlich vom Aufbau der Ei eiBstoffe abhangig ist. Auf eine 
solche spezifische Einstellung der proteolytischen Enzyme verschiedene) 
Pflanzeneiweibe gegeniiber, hat schon A. Blagowestschenski' aufmerksam 
gemacht. Besonders heben sich die Unterschiede zwischen EiweiB von 
Hafer und Buchweizen dem EiweiB von Hirse gegeniiber hervor, und alle 
diese drei EiweiBarten unterscheiden sich wieder vom Eiweif der Gerste 
und des Weizens. Bei diesen beiden letzteren EiweiBarten entwickeln die 
kraftigste Wirkung Trypsin und Papain, das Labferment dagegen zeigt 
sich ihnen gegeniiber schwacher. Beim Hafer und Buchweizen dagegen 
wirkt Lab auf deren EiweiB bedeutend kraftiger als Papain. Trypsin 
baut alle EiweiBarten am kraftigsten ab. 

Die kraftig abbauende Wirkung des Labferments auf Buchweizen- 
und besonders Hafereiwei8 macht es unserer Ansicht nach erklarlich, 
warum die Produkte dieser Getreidearten besonders bei der Ernahrung 
von Kindern Verwendung finden, in deren Magen sich wie bei allen 
anderen jungen Saugetieren reichlich Labferment befindet. 

Kine besondere Stellung nimmt das HirseeiweiB ein, das sowohl 
durch Papain wie auch durch Labferment sehr schwer verdaut wird. 
Auch das Verhalten von Buchweizen- und HirseeiweiB ist Papain gegen- 
liber interessant. Papain koaguliert einen gewissen Teil léslichen Ei- 
weiBes dieser Arten, bei Hafer und Buchweizen bewirkt es auch ein 
Zuriicktreten der freien Amino- und Carboxylgruppen. Es hat also 
den Anschein, als ob wir es hier mit einer gewissen Analogie zwischen 
Papainwirkung auf das EiweiB dieser Arten und Labwitkung auf Milch- 
casein zu tun hatten. Diese EiweiBkoagulierung ist am kraftigsten bei 
der Hirse, und charakteristisch ist die Tatsache, daB unter dem EinfluB 
der Papainwirkung der gréBte Riickgang der aktiven Amylasemenge 
ebenfalls bei der Hirse eintritt. Es ist klar, daB bei der Koagulation 
eine Adsorption (Bindung) der aktiven Amylase stattfindet, und dab 
auf diese Weise eine Inaktivierung derselben hervorgerufen wird. 


' Diese Zeitschr. 273, 435, 1934. 
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Hauptergebnisse. 

Untersuchungen iiber den EinfluB der Proteasen: Trypsin, Papain, 
Pepsin und Labferment auf das EiweiB und die Amylase ungekeimte1 
Getreidearten fiihren zu nachstehenden SchluBfolgerungen: 

1. In den einzelnen Getreidearten befindet sich Amylase, deren 
Vermehrung bzw. deren effektive Wirkung durch verschiedene Proteasen 
ausgelést werden kann. Die Vermehrung der aktiven Amylase ist je 
nach der angewendeten Protease und der Getreidequalitat verschieden. 

2. Bei der Einwirkung der Proteasen auf die verschiedenen Getreide- 
arten findet auBer einer Steigerung des Wirkungseffekts der Amylase 
gleichzeitig ein je nach der Qualitat des GetreideeiweiBes und der ein- 
wirkenden Protease verschieden tiefer EiweiBabbau statt, wobei am 
kraftigsten Tryptase wirkt. 

3. Zwischen Zunahme aktiver Amylase und Abbaugrad des Ki- 
weibes bzw. Menge der einzelnen entstandenen Verbindungen, die den 
Grad dieses Abbaues charakterisieren, ist keine Abhangigkeit fest- 
zustellen. 

4. Obwohl durch die Proteasewirkung die verschiedenen Eiweib- 
arten fast gleich kraftig aufgelést und abgebaut werden, zeigen die 
Getreidearten mit hohem Amylasegehalt (Weizen, Roggen, Gerste) eine 
groBe Vermehrung derselben, die amylasearmen Getreidearten dagegen 
zeigen eine nur geringe Zunahme (und sogar Verminderung) aktiver 
Amylase. Die Vergré8erung der aktiven Amylasemenge beruht nicht 
ausschlieBlich auf deren Freiwerden aus EiweiB oder Abbau des Ei- 
weiBes, sondern gleichfalls und vielleicht sogar hauptsaéchlich auf der 
Bildung oder dem Freiwerden von Faktoren, die die Wirkung der Amylase 
mobilisieren (Eleutosubstanzen, Kinasen usw.). Vermehrt wird haupt- 
sichlich die verzuckernde Kraft der Amylase. 

5. Labferment baut, ahnlich wie andere Proteasen, das Eiweib 
verschiedener Getreidearten ab, und zwar Hafer- und Buchweizen- 
eiweiB sogar kraftiger als Papain. Die Wirkung des Labferments ist 
dabei nicht durch Verunreinigungen dieses Praparats durch Pepsin 
bewirkt, da selbst eine grobe Menge von Pepsin unter denselben Be- 
dingungen nicht imstande war, einen EiweiBabbau der betreffenden 
Getreideart zu bewirken. Das Labferment ist daher als eine Protease 
anzusehen, die in héherem Make auf den Abbau gewisser Eiweibarten 
(Hafer, Buchweizen, Milch) eingestellt ist; dabei zeichnet es sich durch 
kraftige, das EiweiB hauptsiachlich desaggregierende Wirkung aus. 

Infolge des leichten und kraftigen EiweiBabbaues von Hafer und 
Buchweizen durch Labferment wird vermutlich bewirkt, da die aus 
diesen Getreidearten gewonnenen Nahrprodukte leicht von Organismen 
verdaut werden, die viel Labferment produzieren (Kinder). 











Uber chemische Gruppen der Proteine, die Affinititen 
zu Polysacchariden besitzen. 


VI. Rolle des Lysins, Leucins, Phenylalanins, der Asparaginsiure, Glutamin- 
siure, des Asparagins, Cystins und Tryptophans. 
Von 


St. J. von Przyteecki, H. Rafalowska und J. Cichoeka. 


Vil. Uber die Natur der Verbindung Polysaccharid— Guanidin 
Von 
W. Giedroye, J. Cichoeka und E. Mystkowski. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 


(Eingegangen am 3. August 1935.) 
VI. Rolle einzelner Aminosiuren. 


In den vorangehenden Untersuchungen wurde die aktive Teil- 
nahme der Arginin- und Tyrosinreste bei der Entstehung von Symplexen 
der Polysaccharoproteide! nachgewiesen (1) (2). In diesem Teil soli die 

tolle anderer Aminosduren untersucht werden. Es wurde dabei die 
geringe Léslichkeit der Asparaginsaure, Glutaminsaure, des Asparagins, 
d, 1-Leucins, Phenylalanins und Cystins ausgenutzt (3). Anstatt kost- 
bares und leichter lésliches Tryptophan anzuwenden, wurde zur Analyse 
der Rolle dieser Aminosiure das Skatol benutzt. 


Die Aminoséuren wurden entweder in Saure oder Lauge, einige auch 
durch Erhitzen in einer 1° ,igen Amylose- oder Starke-, sowie in einer 
4° igen Dextrinlésung aufgelést. Nach 5, 10 oder 30 Minuten wurden die 
Systeme durch Anderung des po oder Abkiihlen auf 0° ausgefallt. Es 
hildeten sich schéne Kristalle. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert, 
gut mit auf 0° abgekiihltem Wasser ausgewaschen, getrocknet und gewogen. 
Es wurde das Verhaltnis N : Glucose nach der friiher beschriebenen Methode 
bestimmt (1. c.) und der Prozentgehalt des Polysaccharids im Niederschlag 
berechnet. 

Die erhaltenen Resultate sind aus der Tabelle I zu ersehen. 

Mit Skatol wurden zwei verschiedene Versuche ausgefiihrt. In einem 
Falle wurde das Skatol (Werck) gut gepulvert. Die Suspension diente als 
Adsorbens. Zu 1 bis 2g Skatol wurden 40 bis 50 cem 0,3 °,ige Dextrin- 
lésung gesetzt, 3 Stunden geschiittelt und abfiltriert. Die Dextrin- 
konzentration wurde in Systemen: Dextrinkontrolle + Waschfliissigkeit des 
reinen Skatols und Dextrin mit Skatol geschiittelt H,O bestimmt. 


Die gefundenen Werte waren fast gleich und liegen innerhalb der 
Fehlergrenze der Methode. 


' Wir bezeichnen als Polysaccharoproteid-Symplexe nebenvalenzartige 


Verbindungen zwischen phosphorfreien Polysacchariden und Proteinen. 
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Im anderen Falle wurde das Skatol in Alkohol gelést (1 bis 2,0 ¢ in 
20 bis 40 cem) und mit Dextrinlésung (40 bis 80 cem 2 bis 4°,ig) gemischt. 

Es entstand ein Niederschlag, der sehr geringe Dextrinmengen, 
die weniger als 0,5°, des Niederschlags ausmachen, enthalt. 

Auch mit Tryptophan wurden Versuche ausgefiihrt. Einer Mischung, 
die 0,6°, Dextrin und 0,1 °, Tryptophan enthielt, wurde Alkohol zugesetzt 
und der entstandene Niederschlag auf N untersucht. 

Es konnten jedoch nur Spuren von N in der Dextrinausfallung 
gefunden werden. Die groBe Léslichkeit des Lysins erschwerte die 
Analyse seiner Rolle bei der Entstehung von Symplexen der Poly- 
saccharoproteide. Es wurde daher die Adsorptionsfahigkeit von Amylose- 
suspensionen ausgenutzt. 

Amy losesuspensionen, nach der im 5. Teil angegebenen Weise bereitet (2), 
wurden bei verschiedenem py mit Lysin geschiittelt. Die Suspension wurde 
zentrifugiert und ausgewaschen. Im Niederschlag wurde der N bestimmt 

Auch hier wurden nur geringe Spuren N-haltiger Substanzen 
beobachtet. Oft war die Ausfallung ganz N-frei. Dasselbe Resultat 
erhielten wir, wenn 40 bis 50 ccm Dextrin oder 1°, Amylose den 50 ecm 
einer 1°% igen Lysinlésung zugesetzt wurden und dann mit Alkohol 
oder Aceton ausgefallt wurde. Die Niederschlage waren N-frei. 


Ta belle I 





Poly- Das Polysaccharid bildet 
Nr. Aminosiure Behandlung saccharid Px 0), des Niederschlags 
1 Cystin In Lauge gelost Dextrin 4 3,3 3,0 2,0 3,0 
is ‘ - ™ Amylose + 3,1 3,5 2,9 2,1 
= “ _ Dextrin 7,3 1,5 2,0 1,9 2,7 
a Suspension 5.6 2.3 2,6 1,1 1,5 
Amylose 5.6 18 25 1,7 1,2 
2 Glutaminsdure | Bei 109° gelést Dextrin 3,3 3,6 2,8 1,5 
© 100° , ‘ 4.8 29 28 1,7 24 
3 Glutaminsaure In Lange gelést 2 3.1 1.8 1,9 2.8 
+ Cystin 
Glutaminsatire , ‘ - . 7.0 a4 99 O58 
+ Cystin 
4 Asparagin _—_ Bei 100° gelést ‘ 6,1 2,7 2,3 2,4 1,8 
5 Asparaginsaure, , 190° =, : 3.4 34 26 2.5 3,1 3,0 20 
100°. . 6.2 3,1 2,8 2,1 2,9 22 
100° =, Amylose 3,5 2.1 2.0 1,8 2.6 
100° . “ 6.5 15 2,7 1,9 
3 In Lauge gelést Dextrin 3,¢ 3,0 2.3 1,7 32 
6 Phenylalanin 3e1 100° geldst - 5.4—6.0; 1,7 2,7 3, 
m 109°) =, Amvlose 5.4 6.0 0.9 1.9 3.6 
In Lauge gelést Dextrin 6,0 1,0 3,1 3,0 
7 d,l-Leucin Bei 100° gelést 6.1 0,7 0,5 1,0 


109° A Amylose 6.5 1,0 0.9 2.3 
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Die erhaltenen Resultate beweisen, daB keine der untersuchten 
Aminosauren: Leucin, Lysin, Phenylalanin, Asparagin- und Glutamin- 
sdure, Asparagin, Cystin und Tryptophan nachweisbare A ffinitdten zu den 
phosphorfreien Polysacchariden besitzen’. 

Dies wurde sowoh] bei py 3 als auch bei py 4 und 6,5 bis 7,0 nach- 
gewiesen. Die geringen Dextrinmengen, die im Niederschlag gefunden 
wurden, sind nie gréBer als 3,5°%. Die Mittelwerte tiberschreiten nie 
3°. Die aus Polysaccharidlésung ausgefallten Kristalle der Asparagin- 
und Glutaminsaure sowie des Asparagins sind ganz gut ausgebildet. 
Die mit Jod behandelten Kristalle farbten sich nicht. 

Aus den erhaltenen Resultaten wird sehr wahrscheinlich, dap di 


COOH-, COO--, -CO-—NH,-, CH,-CH,—NH,-, | __|-, -, C-8-8-C-, 


| | 
vat 
CH, CH, NH 


CH -Gruppen im Protein bei der Entstehung von Symplexen aus Poly- 


CH, 
saccharo proteide n nicht teilnchmen. Selbstverstaindlich kénnen unsere 
Versuche noch nicht als ein sicherer Beweis gelten. Bei den untersuchten 
Aminosaduren kénnen die Restaffinititen durch Assoziationen und durch 
Kristallisation stark vermindert werden. 

In Ubereinstimmung mit den jetzt erhaltenen Resultaten stehen die 
Versuche von v. Przylecki und Majmin (4), in welchen diese Autoren 
keine Entstehung von Dextrino-Serumalbumin beobachten konnten. 
Dieses Protein enthalt den gréBten Gewichtsprozentgehalt Cystin 
(6 bis 7%) (5) und 13% Lysin (5). 


VII. Natur der Verbindung. 


A, Die Art der Verbindung (von W. Giedroyé und J. Cichocka). 

glaubten (1), daB das Dextrino-Clupein eine 

durch Nebenvalenzen der Arginin- und Polysaccharidreste hervor- 

gerufene Verbindung bildet. Vor einigen Jahren beschrieben fast 
‘ 


gleichzeitig Neuwlerg (6) und v. Euler (7) eine Reihe von hauptvalenz- 


v. Przylecki und Majmin 


artigen Verbmdungen zwischen Aminosdéuren und Hexosen nach dem 
Schema: 
RC 0 +5E,-2, = RC—N-R, + 5,0. 
R, R, 
Sie kénnen schén und leicht polarimetrisch bestimint werden. Wenn die 
Haworthsche (8) Forme] der Polysaccharide als richtig angenommen wird, 


' Die Affinitaéten dieser Aminosaéurereste auBber dem Lysin sind im 
Proteinteilchen auch fiir die phosphorhaltigen Kohlenhydrate Null (auBer 
fiir den Fall, daB eine von den erwahnten Aminosauren eine freie dissoziierte 
NH-Gruppe als Endaminoséure besitzt). 
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kénnten die Polysaccharide durch ihre End-aldehyd-Gruppen mit den 


\minosauren in Reaktion treten. Diese Annahme ist, was den Arginin- 
rest anbetrifft, jedenfalls sehr unwahrscheinlich, da diese Gruppe mit 
Formol nicht reagiert (9) (10). Um eine eindeutige Entscheidung zu 
treffen, wurden polarimetrische Bestimmungen mit verschiedenen 
Kohlenhydraten und Aminosauren oder Clupein bei verschiedenem py 
ausgefithrt. 


In allen Versuchen wurde das Zweifeld polarimeter nach Schmidt und 
Hansch gebraucht. Als Lichtquelle diente eine Osram-Natriumlampe. 
Die Polarimeterrohrlange war 200 mm. ¢ 18 bis 20°. Wenn nichts 
anderes angegeben ist, wurden die Ablesungen nach 12 bis 16 Stunden 
ausgetiihrt. 


Tabelle is. 





Stickstoff « Kohlenhydrat a where 4 PH 
Clupein-S O, 1,03 % 1,45 | Dextrin 3.2 %!+ 9,61 8.56 — 0,217.3 
(2 Std.) 
= a 1,03 °, 1,45 os 32 % 9,61 8,16 — 0407.3 
(24 Std.) 

= - 1,03 % 1,50 - 3,9 %, + 12,11 | + 10,63 — 0,02 4.0 

. 1,03 %, 1,45 Saccharose 2.7 °, + 3,65 2,20 + 0,03,7,3 
1,05% — 1,52 Glucose 10 %}+10,25'+ 8.70 0,03)7,1 

e . 1,05 ® — 1,52 S 5 %\+ 5051+ 350) 0,03)7,1 
Arginin-Carbonatl % +0,2  Dextrin 4 %!+12,3 | + 12,65 + 0,16)7,05 
Guanidin-Cl } 2 ht 6 - 3,2 % 9,61 + 980 +019 7,3 
. - 5 o 0 Glucose 10 % + 10,20 + 10,12 — 0,087.9 

7 i At 8 m 10 % !+ 10,20 9,98 — 0,228.1 

* ss Le &, 0 Saccharose 10 % 13,14 + 13,14 0 79 
Glycin 3 8 0 Starke 1,75 °,'+ 664 + 664 0 (7.0 
d,l-Alanin a ay i 1,75 + 6,64 6.6: 0,01.7,1 
d, 1-Leucin 2 %i O 1,75%|+ 6,64 6.64 0 (7,0 
d,l-Asparagin- ie 175% + 6,64 + 6,62 —0,02/7,1 
saure a %} © Dextrin 43 % + 17,17 17,19 — 0,02 7,1 

Glycin a 0 


Die in der Tabelle I] angegebenen Zahlen beweisen, daB: 


1. sowohl das Clupein als auch das Arginin und Guanidin init 
Glucose keine hauptvalenzartigen Verbindungen eingehen. Die Mischung 
Glucose + Guanidin gibt zwar eine kleinere Drehung als die freie 
Glucose, die Anderung ist aber sehr gering im Vergleich mit der Anderung, 
die dieselben Konzentrationen Glucose + Alanin oder Glycin geben. 
Die beobachtete Anderung wird vielmehr durch das bei py 8 entstandene 
NH, hervorgerufen. 

2. Starke oder Dextrin mit Glykokoll, Alanin, Leucin, Asparagin 
oder Glutaminsaure vermischt, geben keine Abweichungen von der durch 
Summation der «, berechneten Drehungen. 
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3. Guanidin, Arginin und Clupein geben bei py 7,0 bis 7,5 mit 
Dextrin Abweichungen von der Summe dev «,. Die Drehungsainderung 
mit Clupein ist groB und betragt — 0,21 nach 2 Stunden und — 0,4 nach: 
24 Stunden. Die beobachtete Drehung (Rechtsdrehung) ist geringer 
als die, welche der Summe der Komponenten entspricht. Mit Guanidi: 
und Arginin wurden Abweichungen positiver Richtung (0,19 und 
0,15) beobachtet. 
Der groBe Unterschied zwischen dem Verhalten des Clupeins und 
des freien Guanidins oder Arginins kann nicht erklart werden. Er liegt 
wahrscheinlich nicht in dem Argininrest. Vielleicht spielt hier eine 
andere Orientierung der Glucosereste des an vielen Stellen mit Clupein 
verbundenen Dextrins oder eine Anderung im Clupein selbst eine Rolle 
Bei héherem py entstehen Niederschlage, die die Ausfithrung eine: 
Analyse unméglich machen. Bei py 4 ist die beobachtete Drehung de1 
Summe der «,, gleich. 
4. Die Glucose sowie die Saccharose mit Clupein gemischt haben 
ein Zp, das demjenigen der Summe der Komponenten ganz ahnlich ist 
(A ap = 0,03). 
Diese Ergebnisse beweisen somit, da die phosphorfreien Poly- 
saccharoproteide nicht durch hauptvalenzartige Bindungen zwischen den 
Argininresten und freien Aldehydgruppen entstehen kénnen. Sie 
sprechen vielmehr fiir die von v. Przylecki ausgesprochene Annahme, dab 
diese Symplexe durch das Vorhandensein von Restaffinitaten zwischen 
NH, 

der C=NH -Gruppe und den Alkoholgruppen der Polysaccharide 
NH, 

méglich sind. 

Ist die einfache C=NH- oder C—NH—C-Gruppe die mab- 
gebende fiir das Entstehen der Verbindung ? 

Nachdem nachgewiesen wurde, daB die Bindung keine homéo- 
polare ist, und daB die einfache C-—C— NH,-Gruppe (z. B. im Lysin) zur 
Entstehung des Symplexes nicht geniigt, wurden Versuche mit Di- 
phenylamin ausgefiihrt, um die Rolle des NH-Restes zu bestimmen. 
Schon die Versuche mit Skatol zeigten, daB dieser Stoff, obwohl er eine 
NH-Gruppe enthalt, mit Polysacchariden keine Bindungen eingehen 
kann. Dasselbe konnten wir bei Versuchen mit Diphenylamin feststellen. 

1 g Diphenylamin wurde gut zerrieben, mit 40 bis 50cem 0,3°%iger 
Dextrinlésung 3 Stunden geschiittelt und filtriert. Es konnte keine 
Adsorption nachgewiesen werden. Auch in 20 cem Alkohol aufgeléstes 
Diphenylamin, mit 50 bis 80 eem 4%iger Dextrin- oder 1% iger Amylose- 
lésung vermischt, gab Niederschlage, die fast kohlenhydratfrei waren. 
Der Dextringehalt der Niederschlage tiberschritt nicht 0,5°%. Es scheint, 
als ob die NH-Gruppe allein nicht geniigte, um ein in- Bindung-treten des 
Arginins mit phosphorfreien Polysacchariden hervorzurufen. 
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B. Kataphorese-Versuche mit Amyloso-Guanidin (E. Mystkowski) 
v. Przytecki und Rafalowska (1) haben die Existenz von Polysaccharo- 
guanidinen durch Entstehung von Ausfallungen bei bestimmtem pg 
nachgewiesen. Der Symplex konnte entweder bereits im Solzustande 
existieren oder erst bei der Ausfallung entstehen. Das Guanidin- 
carbonat ist bei bestimmtem px schwer léslich. Fiir die erste Annahme 
sprechen die Versuche tiber Clupeino-Dextrin von v. Przytecki und 
Majmin (1). Die beiden Komponenten sind ganz gut léslich. Der 
Symplex ist jedoch in einem gewissen py-Gebiet unldslich. 

Um die Existenz von Solen der Polysaccharoguanidine nach- 
zuweisen, wurden Kataphorese-Versuche mit Amyloseguanidin aus- 
gefiihrt. Die Amylose (aus Reisstarke erhalten), ein P-freies Poly- 
saccharid, ist sehr schwach negativ geladen. Als Symplex Amylose- 
Guanidin muB es stark positiv geladen sein. Im Niederschlag befinden 
sich 5 bis 6% Guanidin. Das ist ein Gewichtsverhaltnis G.: A. = 1:15 
bis 1: 20. Wenn eine symmetrische Anlagerung der Guanidinreste angenom- 
men wird, kommen auf ein Guanidinteilchen je sechs Glucosereste. Die 
Bindung an Amylose kann, wenn sie nebenvalenzartiger Natur ist, die 
Ladung der gebundenen Guanidinteilchen nicht stark vermindern, 
jedenfalls kann sie sie nicht ganz annullieren. Der Symplex miibte 
theoretisch eine stark positive Ladung haben und nach der Kathode 
wandern. 

Die Versuche wurden in dem Uberfiihrungsapparat fiir Kolloid- 
ionen nach Enge und Pauli bei 25° ausgefiihrt. Die erhaltenen Resultate 
(Tabelle III) sind mehr qualitativ als quantitativ. Der angewandte 
Apparat ist fiir diese Zwecke viel ungiinstiger als der Kataphorese- 
apparat von Theorell. Unser Institut hat jedoch leider in der nachsten 
Zeit keine Méglichkeit, sich diesen Apparat anzuschaffen. 


Tabelle III. Kataphorese-Versuche. 





I II 

Konzentration der 

NNN ae Bsc 0,0461 °, 0,11 % 
Konzentration des 

Guanidin-Cl . .. . 0,05 0,05 
Zeit bei reiner Amylose 11h 34’ 12h 9’ 
Zeit bei Amylose 

+ Guanidin.... 10h 4’ 5b 10’ 
Stromstarke ..... 2,65—3,29 Milliamp. 3,84—3,94 Milliamp. 
WO er 350 250 


Wanderungsgeschwin- 

digkeit der Amylose | 3,59.10 °em Sek. Volttem 7,3.10°°cm,Sek. Volt/em 
Wanderungsgeschwin- 

digkeit der Amylose 


+ Guanidin . . . .| 44,1 .10 5em/Sek. Volt/em 32,6.10°°cm/Sek. Volt/em 
METS RIN 6.9 7.2 
We oie he aes ha oT. re tw A 3,392710°3 1 2em 4.476310 3 12 em 
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Amylose und Guanidin wurden in 0,5%iger KCl-Lésung gelést. 
Das spezifische Apparatvolumen (fiir Harnstoff) 6,091leem. Die 
Lésungen wurden durch 0,01°,ige HCl und NaOH auf das gewiinschte 
Pa gebracht. 

Die erhaltenen Resultate beweisen zweifellos, daB die bei Gegen- 
wart von Guanidin geléste Amylose stark positiv aufgeladen wird. 


Besprechungen. 

I. Die bis jetzt durchgefiihrte Analyse der Rolle verschiedener 
Aminosauren kann in folgender Weise zusammengefaBt werden. 

15 Aminosaurereste haben keine Affinitaéten zu Polysacchariden. 
Dies sind: a) die rein apolaren Reste von 1. Glycin, 2. Alanin, 3. «-Amino- 
buttersaure, 4. Valin, 5.,6.,7. Leucin, Iso- und Norleucin, 8. Prolin (11), 
b) die polare Gruppen enthaltenden Verbindungen: 9. Asparaginsaure, 
10. Glutaminsaure, 11. Asparagin, 12. Lysin!, 13. Cystin, 14. Tryptophan, 
15. Phenylalanin. Zwei Aminosauren besitzen Affinitaéten zu Poly- 
sacchariden und geben Verbindungen mit ihnen. Dies sind Arginin und 
Tyrosin. 

Es bleiben noch 4 Aminosauren ibrig, deren Rolle noch nicht be- 
kannt ist, und zwar 1. Histidin, 2. Oxyprolin, 3. Oxyglutaminsaure und 
4. Serin. Von diesen ist die Bindungsfahigkeit der drei letzten Amino- 
sauren sehr unwahrscheinlich, da die Polysaccharide zu den aliphatischen 
Alkoholen keine nachweisbare Affinitat besitzen (11). Die Rolle der 
Gruppe CONH wird weiter untersucht. 


OH 
NH, 
Es sind somit die | (> und C=NH — -Gfruppen, die als Binde- 
e NHC 


gru ppe n zwischen Polysacchariden und Proteinen aufgefaBt werden 
konnen. 

Diese zwei Aminosiuren sind in den bekannten Proteinen weit 
verbreitet. Von den bis jetzt untersuchten EiweiBkérpern gehen Ver- 
bindungen mit phosphorfreien Polysacchariden ein: 1. Globuline, und 
zwar Pseudo- und Euglobulin des Serums (12), Ovoglobulin (12), 
Globulin x (13), 2. Gelatine (14) (15), 3. Casein (16), 4. Edestin (17), 
5. Myosin (18) und Seidenfibroin (2). Keine Bindung konnte mit Oval- 
bumin und Seralbumingelen festgestellt werden, obwohl diese Proteine 
viel Tyrosin (4,1 und 4,65°,) und Arginin (4,9°%,) enthalten (5) (19). 
Ob das negative Resultat nur durch Koagulation und raumliche Be- 


' Uber die Teilnahme von Lysin bei der Entstehung von Polysaccharo- 
proteiden bei héherem py (8 und mehr) wollen wir noch keine bindenden 
Schliisse ziehen. 
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legung der Gruppen erklarbar ist, bleibt nachzuweisen. Auch mit Solen 
dieser Proteine konnten keine Verbindungen nachgewiesen werden (20) 
Wir sind der Meinung, daB dieses Problem nicht aufgeklart ist und dab 
es nur durch Anwendung anderer Methoden gelést werden kann. Wir 
wissen noch nicht, ob jedes Protein, das die beiden Aminosauren enthalt, 
zur Bindung von nachweisbaren Mengen Polysaccharid befahigt ist. Die 
einzelnen Aminosdurereste kénnen an andere Komponenten desselben 
Teilchens, an andere Proteinteilchen bei Micellentstehung oder an 
andere Stoffe (z. B. Lipoide) nebenvalenzartig gebunden sein und daher 
zur Bindung m‘t Polysacchariden unfahig sein. Dies ist z. B. der Fall 
bei Seidenfibroin, bei welchem durch alkalische Reaktion die Affinitat des 
Tyrosins verstarkt wird. Die Affinitaten der einzelnen Aminosaurereste 
kénnen noch durch die CONH-Gruppe, besonders aber durch die 
Nachbaraminosauren verstarkt oder vermindert werden. Dieser Punkt 
dart, wie wir weiter zeigen werden, nicht vernachlassigt werden. Der 
Argininrest kann im dissoziierten oder undissoziierten Zustand vor- 
handen sein. Einige Autoren nehmen die Existenz von zwei Arginin- 
formen, des Arginins und Praarginins, an (21). Wir wissen nicht, ob 
auch die dissoziierte Form 
NH; 
C=Ni 


zur Bindung mit Polysacchariden fahig ist. Es ist dies wenig wahr- 
scheinlich. 

In Abhangigkeit von der gegenseitigen Einwirkung der _positiv 
geladenen Gruppen im Proteinteilchen kénnen die Argininreste bei 
bestimmtem pu, besonders bei einem py von ungefahr 7, alle dissoziiert 
oder teilweise undissoziiert sein. So werden z. B. beim Ovalbumin, 
bei welchem die Abstaénde zwischen den positiven Gruppen bei py 7 
betréchtlich sind und die Entfernung zwischen zwei NH,-Gruppen 
ungefahr 50 A ist, fast alle Argininreste dissoziiert sein’. Im Clupein 
oder in Histonen, in welchen die Argininreste oft etwa 3,5 A vonein- 
ander entfernt sind, ist die Dissoziation stark verringert. AuBerdem 
muB noch die Verstaérkung einzelner Verbindungspunkte durch mehr- 
maliges Vorhandensein derselben Gruppe oder der beiden Gruppen 
[gemischte Komplexverbindungen (23) (24)| Arginin und Tyrosin_be- 
riicksichtigt werden. 

Dasselbe Polysaccharid und Proteinteilchen besitzt viele Gruppen, 
die miteinander reagieren. Durch Flachen gebundene Polysaccharo- 


! Vielleicht kann auf diese Weise die groBe Steigerung der Adsorptions 
fahigkeit der Polysaccharide auf Gelen von Eiklar bei Erhéhung des px 
(bis 8 bis 9) erklart werden (22). 

28* 
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proteide sind sicher weit resistenter und schwerer zerlegbar als diejenigen, 
in welchen die Verbindung nur durch einen Punkt hergestellt ist. Dies 
wird schematisch in der Abb. 1 dargestellt. 


Protein Protein 
|-Arg....| Polysaccharid 
AIG ss a... 
Arg.... Arg.... 
i eee 
Arg.... ~ Polysaccharid Tyr.... 
Arg.... 
Polysaccharid Polysaccharid 
und |—Arg.... ‘i, eae 
Arg Argininrest 
Tyr Tyrosinrest 
Abb. 1. 


Es kénnen in den beiden ersten Fallen undissoziable Symplexe, wie 
Dextrino-Clupein (1) oder Starkemyosin entstehen (12). In den zwei 
anderen entstehen Symplexe, in welchen die Komponenten so schwach 
verankert sind, da sie schwer naéhweisbar sind. Zu diesen beiden 
Arten kénnte man die Bindung zwischen Edestin und Saccharose von 
Pauli (25) rechnen. 

Il. Nachdem nachgewiesen wurde, daB das Phenylalanin keine 
Verbindungen mit Polysacchariden eingeht, spielt gewiB im Tyrosin die 
Hydroxylgruppe die Hauptrolle bei der Entstehung von Symplexen. Der 
Phenylrest verstarkt nur die Wirkung der OH-Gruppe, in welcher wahr- 
scheinlich das Wasserstoffatom Restaffinitaten zu Polysacchariden hat. 

Die Bindungen zwischen Polysacchariden und _ Argininresten 
kénnen nicht als Hauptvalenzen angesehen werden. Im Guanidin 
kénnen entweder die Gruppe —NH, allein, oder die =NH-Gruppe als 
Ursache der Symplexentstehung aufgefaBt werden. Sowohl Lysin als 
auch Diphenylamin oder Skatol geben keine entsprechenden Ver- 
bindungen. 

Der Guanidinrest wirkt, da er drei N enthalt, entweder als Ganzes 
oder nur die Restvalenzen eines einzelnen Atoms; wahrscheinlich werden 
die des einen N durch die Anwesenheit der zwei anderen dreiwertigen N 
verstarkt. 

Ob dissoziierte Argininre-te Restaffinitaten zu Polysacchariden 
besitzen, wissen wir nicht. Das dissoziierte Guanidin als einwertige Base 

NH, 
C=NH 
\NH, 
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bleibt aktiv. Bei pu 3 bis 4, bei welchem das Arginin stark 


dissozilert ist und als zweiwertige Base fungiert, haben wir keine 
Anderungen von «p beobachtet, zum Unterschied von den Resultaten, 
die bei pu 7,3 erhalten wurden. Allerdings ist dies noch kein schliissige1 
Beweis. 

III. Die erhaltenen Symplexe kénnen nicht durch einfaches Mit- 
reiBen einer Komponente bei der Ausfaillung der zweiten entstanden 
gedacht werden. Wir besitzen einige Anhaltspunkte, die fiir die Existenz 
von Symplexen der Polysaccharoproteide im Solzustande sprechen. 

1. Das Clupeinsulfat, ein sehr gut lésliches Protein, gibt sowohl 
mit Starke, Glykogen, phosphorfreier Amylose oder Dextrinlésungen 
vermischt, Austillungen von px > 8 an. Die beiden Komponenten sind 
bei dem erwahnten px gut léslich. 

2. In Lésungen, die sowohl Globuline oder Gelatine und Glykogen 
enthalten, ist der Triibungsgrad bei py > des isoelektrischen Punktes des 
Proteins vermindert. Beim Vermischen derselben Proteine mit Starke ist 
der Triibungsgrad vergréBert (20). 

3. In Solen von Clupein + Dextrin, Arginin ~— Dextrin und 
Guanidin-Dextrin entstehen Svmplexe, die ein anderes x,, haben, als 
der Summe der Komponenten entspricht. 

4. Mit Myosinsolen und Dextrin bei py > 8 wurden Erhéhungen 
der Viskositat beobachtet (12). 

5. Kataphoreseversuche beweisen, daB das Guanidin mit Amylose 
einen Symplex, der stark positiv geladen ist, bildet. 

Die Symplexe kénnen somit nicht als einfache Adsorptionen von 
Polysacchariden an Proteingelen oder als Adsorbate von bestimmten 
Aminoséuren an Polysaccharidgelen aufgefaBt werden. Dafiir spricht 
auch das konstante Verhaltnis des Prozentgehalts Clupein: Polvy- 
saccharid in den Svmplexen Dextrino-, Amyloso-, Glykogeno- und Amlvo- 
Clupein, das fast unabhangig vom Polysaccharid und von den Mengen- 
verhaltnissen der Komponenten ist. Das Dextrino-Clupein enthalt etwa 
70°, Polysaccharid und dies Verhaltnis ist dasselbe beim Verhaltnis des 


90 


Prozentgehalts der Ausgangslésungen 1:2 (0,67°, Clupein und 1,33°, 
Dextrin) und 1: 20 (0,167°, Clupein und 3,33°, Dextrin). Bei demselben 
pu enthalt das Starke-Clupein 80, das Amylo-Clupein 76, das Glykogeno- 
Clupein 79 und das Dextrino-Clupein 81°, Polysaccharid. 

Es ist aber méglich, daB in einigen Fallen das Ubergehen in den 
Gelzustand die Symplexentstehung erleichtern oder erschweren kann. 
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Uber die Hydrolyse des Milchzuckers durch Fermente aus 
Leber und Niere. 
Von 
Carl Neuberg und Eduard Hofmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Uber die fermentative Hydrolyse des Milehzuckers im Organismus 
des Menschen und der Saugetiere sind wir in vieler Hinsicht im unklaren. 
Dieses Disaccharid ist nicht nur im ersten Lebensstadium das einzige 
Kohlenhydrat der Ernahrung, es wird auch in den spateren Entwicklungs- 
stufen haufig und in gréBerer Menge aufgenommen. 

Milchzucker ist nach seiner Struktur ein $-Galaktosid, und zwar 
f-Galaktosido-d-glucose. Das Enzym Lactase, das die Biose in ihre 
Bestandteile Traubenzucker und Galaktose zerlegt, ist in Milchzucker- 
hefen, in Schimmelpilzen, Bakterien und auch in héheren Pflanzen auf- 
gefunden. Uber die Natur und den Wirkungsbereich dieses Ferments 
sind jedoch verschiedene Ansichten geauBert. 


Glaubte z. B. noch Emil Fischer', daB die dureh ,,Emulsin’* vollzogene 
Hydrolyse der Lactose, der /-d-Galaktoside sowie der /)-d-Glucoside ein 
und dem selben Ferment zuzuschreiben sei, so haben spatere Untersuchungen, 
insbesondere solche mit Fermentpraparaten ungleicher Herkunft, zur 
Annahme einer weitgehenden Spezifitat gefiihrt. Dabei hat man sogar 
fiir die Hydrolyse des Milchzuckers zwei verschiedene Lactasen postuliert, 
je nachdem das Enzym am Glucose- oder am Galaktose-anteil angreifen 
sollte?, 8. Soherrscht bis heute keine Einigkeit in der Frage nach der Spezifitat 
der Hydrolasen, die /-Galaktoside, Milchzucker und seine verschiedenen 
Derivate [Bionséiure, Ureid, Osazon, Lactose-carbonsiure (Galaktosido- 
glucoheptonsaéure) usw.] zerlegen, wobei nur noch die von R. Weiden- 
hagen* vertretene und von vorstehendem vollig abweichende Ansicht er- 
wahnt sei, nach der ein einziges Enzym die Hydrolyse der /}-Galaktoside, 
der Lactose und ihrer Derivate zuwege bringen soll. DaB das /-Glucoside 
zerlegende Enzym davon vollig verschieden ist, kann jedoch nicht mehr 
zweifelhaft sein®. 

Bald nachdem Lactase im Pflanzenreich aufgefunden worden war, 
hat man auch im Tierkérper nach einem Ferment gesucht, da die Biose 
zerlegt. 

Bei den Wirbellosen, und zwar im Darmsaft von Helix pomatia, 
haben H. Bierry und J. Giaja® Milehzuckerhydrolyse beobachtet. 


| E. Fischer, H. 26, 60, 1898/1899. — ? H. E. Armstrong, FE. F. Arm- 
strong u. F’. Horton, Proc. Roy. Soc. London [B] 80, 321, 1908. P. Pratesi, 
diese Zeitschr. 267, 238, 1933. — 4 R. Weidenhagen, Z. angew. Chem. 42, 833, 
1929. — 5 C. Neuberg u. E. Hofmann, diese Zeitschr. 256, 450, 1932; £. Hof- 
mann, Naturw. 22, 406, 1934. — ®° H. Bierry u. J. Giaja, C. r. 147, 268, 
1908; H. Bierry u. A. Rane, C. vr. 150, 1366, 1910. 
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W. Pautz und J. Vogel! haben zuerst die Zerlegung des Milch- 
zuckers im Diinndarm des Saéuglings erkannt, und kurz danach haben 
F’. Réhmann und I. Lappe? iiber Auftreten von Lactase im gleichen Organ 
beim Kalb, ferner bei jungen und ausgewachsenen Hunden sowie iiber ihr 
Fehlen beim Rind berichtet. £. Fischer und W. Niebel? konnten das Ferment 
zwar auch im Darm erwachsener Rinder und Pferde nachweisen, doch 
tritt es dort nur in viel geringerer Menge auf als bei jungen Tieren. Wiederholt 
sind diese Beobachtungen bestétigt worden, es fehlt aber auch nicht an 
Untersuchungen, bei denen das Ferment im gleichen Organ vermiBt wurde ?. 

Wenn man also annimmt5, daB das Ferment im Darm des jungen 
Organismus allgemein vorkommt, so ist das in spiteren Entwicklungsstufen 
nicht der Fall ®. 

Auch im Pankreassekret wird normalerweise Lactase vermiBt. EL. Wein- 
land? und andere wollen sie beim Hund nach langerer Fiitterung mit Milch 
hbeobachtet haben, aber diese Angaben sind von verschiedenen Seiten be- 
stritten worden 8; insbesondere haben die Untersuchungen von LE. Fischer 
und W. Niebel (1. c.) am Pankreas der erwihnten Tiere und derjenigen von 
I. Ibrahim und L. Kauwmheimer® an der Pankreasdriise von Saéuglingen ein 
verneinendes Ergebnis gehabt. Fiir die Lunge ist ebenfalls ein negativer Befund 
verzeichnet!®. Es liegen zwar noch einige andere Angaben vor, nach denen 
Lactase unter besonderen Umstanden sowie in anomalen Geweben gefunden 
worden ist, némlich in der Placenta! und im Inhalt von Ovarialcysten !?. 


Nichts ist bis jetzt bekannt iiber die fermentative Hydrolyse des 
Disaccharids in den normalen und fiir den Stoffwechsel so wichtigen 
Organen der Leber und der Niere. 

Wie die unten beschriebenen Experimente zeigen, sind verschiedene 
Fermentpradparate aus diesen Organen imstande, Milchzucker zu 
zerlegen. Die starkste Enzymwirkung wurde mit Autolysensdften von 
Pferdenieren beobachtet. Aber auch Autolysate aus den Nieren von 
Kaninchen sowie aus den Lebern von Pferden und Kaninchen weisen die 
gleiche Wirkung auf". 

Bei Untersuchungen mit Fermentlésungen aus Leber erschwert der 
Gehalt der Fermentpraparate an Glykogen bzw. an diastatisch daraus 
entstandener Glucose die Erkennung der Milchzucker-hydrolyse ; sie 
wird normalerweise durch die Zunahme der Reduktionskraft gegeniiber 


1 W. Pautz u. J. Vogel, Zeitschr. f. Biol. 32, 304, 1895. — ? F. Réh- 
mann u. J. Lappe, B. 28, 2506, 1895. — 3 HE. Fischer u. W. Niebel, 
Sitzungsber. PreuB. Akad. d. Wiss. 5, 73, 1896. — 4 H. J. Hamburger 
u. LE. Hekma, Biochem. Centralbl. 2, 402, 1904. — > Siehe dazu: A. Magnus- 


Levy in C. Oppenheimer, Handb. d. Biochemie VIII, 8. 399, Jena 1925, und 
Th. Brugsch, ebenda IV, 8. 575, Jena 1925; ferner H. Bierry u. Gmo-Salazar, 
C. r. 189, 381, 1904. — * BF. Weinland, Zeitschr. f. Biol. 38, 16, 1899; Ref. 
Chem. Centralbl. 1899, II, 60. — 7 BE. Weinland, Zeitschr. f. Biol. 38, 606, 
1899; 40, 386, 1900; Ref. Chem. Centralbl. 1899, IT, 1002; 1900, II, 1126. 
— 8 J. Wohlgemuth, Charité-Annalen 32, 306, 1908. — *® J. Ibrahim u. 
L. Kaumheimer, H. 62, 287, 1909. — !° K. Maeda, diese Zeitschr. 148, 
350, 1923. - 11 M. Riehl, Biochem. Centralbl. 5, 743, 1906/07. — 
2°77. Tachibana, Chem. Centralbl. 1980, II, 575. — 1 Uber Lactase in 
der Leber des Hundes, siehe F. A. Cajori, Journ. biol. Chem. 109, 159, 1935. 
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Fehlingscher Lésung ermittelt!, indem die enzymatisch entstandenen 
zwei Monosen starker als das urspriingliche Disaccharid reduzieren. 
Durch Versuche mit Lactose-ureid?, das an sich nur durch Fehbingsche, 
nicht aber durch Ostsche Lésung angegriffen wird, bei der Hydrolyse 
jedoch freie Galaktose liefert, sowie durch die in der folgenden Ab- 
handlung beschriebene Verwendung von /-Phenol-d-galaktosid als 
Substrat, ist das Vorhandensein von Lactase bzw. von f-Galaktosidase in 
diesen Organen bestimmt erwiesen durch das Auftreten der die Ostsche 
Lésung stark reduzierenden Galaktose sowie von freiem Phenol. Bei 
den Versuchen mit Autolysensaft aus Pferdenieren ist auBerdem die 
Hydrolyse des Milehzuckers durch Gewinnung der in heiBem Wasser 
schwer léslichen Hexosazone, d. h. nach der schon von £. Fischer® fin 
die Bestimmung der Lactase-wirkung angegebenen Methode, sicher- 
gestellt worden. 

Das Ferment ist ferner wirksam in den aus Leber und Niere durch 
Eintragen in ein Gemisch aus Alkohol und Ather gewonnenen T'rocken- 
praparaten. 

Ob das Vorkommen von Lactase auf die beiden genannten Organe 
beschrankt ist oder sich auch auf andere Gewebe erstreckt, und ob das 
Enzym, wie wohl anzunehmen ist, bei den iibrigen Saugetieren und beim 
Menschen anzutreffen ist, miissen weitere Untersuchungen zeigen. Sie 
sind schon deshalb von gré8ter Wichtigkeit, weil bei dem erwahnten 
Fehlen des Ferments in der Darmschleimhaut der erwachsenen Tiere bis 
jetzt unbekannt geblieben ist, wo resorbierter Milchzucker* im Organismus 
der Hydrolyse unterliegt; hinzu kommt, daB nach den Befunden von 
W. Grassmann und H. Schleich* Lactose, mindestens aber ein wie dieses 
Disaccharid zusammengesetzter Zucker im Kollagen der Haut und 
damit im Organismus standig vorkommt. 


I. Versuche mit Fermentlésungen aus Pferdenieren. 

Pferdenieren sind etwa 2 Stunden nach der Entnahme aus dem eben 
geschlachteten Tiere zerkleinert und von Haut, Fett sowie gréBeren 
GefiBen befreit worden. Die Stiicke wurden nach griindlichem Aus- 
waschen durch einen Fleischwolf getrieben. 

200 g des so erhaltenen Organbreies wurden mit ebensoviel Wasser 
und 5cem Toluol versetzt und in verschlossener Glasflasche zwei Tage 
bei 37° autbewahrt. Der nach dieser Zeit durch Zentrifugieren erhaltene 
Autolysensaft diente als Fermentlésung fiir folgende Ansatze, die nach 


Zugabe von 1°, Toluol bei 37° stehen blieben: 


1 R. Willstdtter u. G. Oppenheimer, H. 118, 170, 1922. > kb. Hofmann, 
diese Zeitschr. 253, 462, 1932. — 8 BE. Fischer, B. 27, 2985, 1894. 4W. Grass- 


mann u. H. Schleich, diese Zeitschr. 277, 320, 1935. 
* In diesem Zusammenhange interessiert nur die unveranderte Lactose, 
nicht ihr im Verdauungskanal bakteriell gespaltener Anteil. 
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Ansatz 1: 5 ccm Fermentlésung, 5 cem m/5 Phosphat-pufferlésung, pH = 6,7. 


2: 5cem a 5eem m/5 Acetat-pufferl6sung, pu 5,6. 


3:5 ¢em 5cem m/5 Acetat-pufferl6sung-, px 4,9. 


Ansatze 4, 5 und 6 e ntsprac ‘hen den Ansatzen 1, 2 und 3, hinzugefiigt waren 
je 250 mg Lactose (-hydrat). 

Ansatz 7: 250mg Lactose in 10cem m/5 Acetat-pufferlésung, pu 4,9. 

Nach 24 Stunden wurde eine filtrierte Probe von je 2 ccm mit 

Fehlingscher Mischung gekocht und aus den gefundenen Cu-Mengen 

(Methode von Lehmann-Maquenne) der Grad der Hydrolyse bestimmt. 





mg Cu, mg Cu, 
erhalten mg freie erhalten mg freie 
aus 2ccm Monose Hydro- hails aus 2ccm Monose Hydro- 
Ansatz  Lésung mit in 2eem lyse amas Lésung mit in 2cem lyse 
Fehlina scher Lésung Fehling scher Lisung 
Mischung O/o Mischung 0/9 
1 0,0 0,0 -- 5 129,0 - 86,5 * 
2 0,0 0,0 _ 6 118,2 - 64,5 * 
3 0,0 0,0 _- 7 92,3 — 0,0 * 
4 125,0 — 76,5 * 





Der von R. Willstdtter und G. Oppenheimer (1. ¢.) aufgestellten Tabelle entnommen. 


II, Versuche mit Fermentpriiparaten aus Pferdeleber. 
A. Ansdtze mit Leber-Autolysensajt. 
Aus 200 g frischem Leberbrei wurde, wie unter 1. beschrieben, ein 
Autolysensatt fiir die folgenden Ansitze hergestellt: 


Ansatz 1: 5 ccm Fermentlésung, 5 cem m/5 Phosphat-pufferlésung, py = 6,6. 


2: 5cem Fermentlésung, 5 cem m/5 Acetat-pufferlosung, px = 5,7. 
3: wie | 0,2 g Lactose. 

4: wie 2 0,2 g¢ Lactose. 

5: wie 1 + 0,2 ¢ Lactose-ureid. 

6: wie 2 0,2 g Lactose-ureid. 


7: 0,2g Lactose in 10cem m/10 Acetat-pufferlésung, px ty & 
8: 0,2 g¢ Lactose-ureid in 10 cem m/10 Acetat-pufferlésung, pH = 5,7 
Die Ansitze wurden 48 Stunden bei 37° in Gegenwart von 1%, 
Toluol aufbewahrt und alsdann in filtrierten Proben die eingetretenen 
Hydrolysen an der Reduktionskraft gegeniiber Fehlingscher Mischung, 
bei den Ansatzen 5, 6 und 8 gegeniiber Ostscher Lésung gemessen. Da 
aus diesem Reagens im iibrigen Mono-saccharide viel mehr Kupfer fallen 
als aus Fehlingscher Lésung, so laBt sich mit ihm auch die Hydrolyse der 
Lactose besser als mit der letztgenannten Mischung erkennen. 





mg Cu, mg Cu, 
N erhalten mg freie N erhalten mg freie 
= aus 3cem mg Cu Monose Hydro-} = aus 3cem |mg Cu! Monose — Hydro- 
5 Lésung mit korr.*| in 3eem lyse S Lésung mit | korr.*| in 3e¢em lyse 
“  Fehlingscher Lisung < Fehlingscher Lisung 
Mischung - Mischung 0}, 
1 35,0 0,0 — — 14) 1185 86,7 — 43,0 
2 31,8 0,0 : — |7| 784 | 734 _ 0,0 
3), 1075 72,5 — 0,0 | || 





* Korrigiert durch Abzug der bei Ansatz 1 bzw. Ansatz 2 gefundenen Cu-Mengen. 
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mg Cu, mg Cu, 
N erhalten mg freie N erhalten mg freie 
= aus 3cem mg Cu Monose Hydro-] = aus 3ccm mg Cu Monose Hydro- 
=| Lésung mit korr.* | in 3cem lyse 2 | Lésung mit | korr.* in 3cem lyse 
«< Ost scher Lésung < Ost scher Lésung 
Mischung Of Mischung 0 
1 38,4 0,0 es —- £0 68,0 35,6 12,4 42.3 
2 30,8 0,0 — _ 6 65,5 34,7 12,1 41,2 
3 110,5 Ths 7 61,5 61,5 0,0 0,0 
4 119,0 88,2 — — 8 |, 1,9 1,9 0,0 0.0 





* Korrigiert wie bei der vorstehenden Tabelle. 


B. Ansdtze mit Alkohol-Ather-trockenprdparat aus Leber. 

50 g des frischen Leberbreis wurden in die vierfache Menge eines 
Alkohol-Ather-gemisches 4:1 eingetragen, nach 3 Minuten auf eine 
Nutsche gebracht, einmal mit einem neuen Anteil des Gemisches, sowie 
mehrmals mit Ather gewaschen und dann im Vakuumexsikkator iiber 
CaCl,, P,O; und Paraffin getrocknet. Das erhaltene Trockenpraparat 
diente als Ferment fiir nachstehende Ansatze. 


Ansatz 1: 0,3g Ferment, 10 ccm m/10 Acetat-pufferlésung, px 5.6, 
3 Tropfen Toluol. 
; 2: wie 1 + 0,2 g Lactose. 
3: wie 1 + 0,2 g Lactose-ureid. 
4: 0,2g Lactose in 10cem m/ 10 Acetat-pufferl6sung, px 5.6, 


3 Tropfen Toluol. 
Alle Ansitze wurden 48 Stunden bei 37° aufbewahrt. Die alsdann 
eingetretene Hydrolyse ergab sich durch Kochen filtrierter Proben 


in Ostscher Lésung. 





mg Cu, mg Cu, 

N erhalten mg freie N erhalten mg freie 
3 aus 3cem mg Cu Monose Hydro- 3 aus 3ecm mg Cu Monose Hydro- 
= Lésung mit korr. in 3ecm lyse = Lésung mit | korr. in 3ceem lyse 
< Ost scher Lisung < Ost scher Lésung 

Mischung Ojo Mischung 
1 71 00 — —~ 13 646 575 201 686 
2 121,1 114,0 _ etwa 30] 4 103 96,2 - 0.0 





II. Versuche mit Fermentpriiparaten aus Kaninchenniere, 
A. Ansdtze mit Autolysensaft aus Nieren. 
Noch lebenswarme Kaninchennieren wurden durch ein feines Sieb 
getrieben ; aus dem erhaltenen Organbrei wurde, wie unter I. beschrieben, 
Autolysensaft hergestellt. 


Ansatz 1: 5cem Autolysensaft, 5cem m5 Acetat-pufterl6sung, pu &,7, 
3 Tropfen Toluol. 
2: wie 1 + 0,2 g Lactose. 
3: 0.2 g Lactose in 10cem m/10 Acetat-pufferlésung, pu 5,7, 
3 Tropfen Toluol. 
4: wie 1 + 0,2 g¢ Lactose-ureid. 
5: 0,2 g Lactose-ureid in 10 cem m/ 10 Acetat-pufferlosung, pu &.7 


3 Tropfen Toluol. 
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Nach 48 Stunden wurden den bei 37° aufbewahrt gewesenen An- 
sitzen Proben entnommen und filtriert ; 3 bzw. 2 cem des Filtrats wurden 
dann mit Ostscher bzw. Fehlingscher Lésung gekocht. 





mg Cu, mg Cu mg Cu, mg Cu | 
erhalten aus 2cem_ mg freie erhalten aus 2ccm | mg freie 
S aus 3eem Lisung Monose | pyar. S > aus 3cem Lésung Monose | Wyaro- 
L Lisung mit in 3 bzW. | “jvc % Lisung mit in 3 bzw. 2 oh 
& mit Fehling- 2ecm ys a mit Fehling- 2ecm . 
“Ost scher scher Lésung ‘ Ostscher scher Lisung 
Mischung Mischung 0}, Mischung Mischung 01, 
1 1,2 1,8 — — {4 20,7 — 5,0 21,8 
2] 72, 57,8 — 390*15) 52 . in | ee 
3 581 49.8 - 0,0 * 





* Berechnet aus den mit Mehlingscher Lésung erhaltenen Cu-werten nach Wéillstdtter und 
Oppenheimer (1. ¢.). 


B. Ansdtze mit Alkohol-Ather-trockenpraéparat aus Nieren. 
Frische, zu Brei zerkleinerte Kaninchennieren wurden auf die unter 
II. B geschilderte Art zu einem Ferment-trockenpraparat fiir folgende 
Ansitze verarbeitet. 
Ansatz 1: 0,2 g Ferment in 10 cem m/10 Phosphat-pufferlésung, pu 6,6, 
3 Tropfen Toluol. 


2: 0,2g Ferment in 10cem m/10 Acetat-pufferlésung, pu = 5,3, 
3 Tropfen Toluol. 
3: wie 1 + 0,2 g Lactose. 


4: wie 2 + 0,2 g Lactose. 
.. 5: wie 2 ohne Ferment. 
Die Ansatze wurden bei 37° aufbewahrt:; nach 48 Stunden wurden 
die Lésungen filtriert und 2cem der Filtrate mit Fehling scher Lésung 
behandelt. 





mg Cu, oe mg Cu, eee 
erhalten aus ®y, frei¢ a erhalten aus frei¢ . 
Oa Pea a Monose Hydro- ¥Fe gas ; Monose __ Hydro- 
Ansatz 2eem Lésung ae te Ansatz 2cem Liésung Bsiun : 
Prigy . in 2eem lyse — i he, im 2cem lyse 
in Fehling scher Fries ’ in Fehling scher Seunw 
Mischung , 8B Oj, Mischung ee 0 4 
1 0,0 _- — 4 61,5 — 60,0 
2 0,3 — 5 49,5 0,0 0,0 
8 57,9 41,0 





[\. Versuche mit Fermentpriparaten aus Kaninchenleber. 

Aus Kaninchenleber wurde, wie unter IT. A angegeben ist, Autolysen- 
saft fiir die Ansatze 1 bis 3 gewonnen. Ein anderer Anteil wurde gemaB 
den Angaben unter II. B zu Alkohol-Ather-trockenpraparat verarbeitet. 
Ansatz 1: 5ceem Autolysensaft, 5cem m/5 Acetat-pufferlésung, pu = 5,6, 

3 Tropfen Toluol. 


2: wie 1 + 0,2 g Lactose-ureid. 
3: 0,2 g Lactose-ureid in 10 cem m/10 Acetat-pufferl6sung, p 5,6, 
22 I 2. Pu 


3 Tropfen Toluol. 
4: 0,2g Alkohol-Ather-trockenpraparat in 10 ccm m/10 Acetat- 
pufferlésung, po = 5,6, 3 Tropfen Toluol. 
= 5: wie 1 + 0,2 ¢ Lactose-ureid. 
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3cem Filtrat der bei 37° aufbewahrten Ansatze diente nach 
48 Stunden zur Bestimmung der Reduktionskraft gegeniiber Ostscher 
Lésung. 





mg Cu, mg Cu, 
N erhalten mg freie N erhalten mg freie 
3 aus 3cem mg Cu Monose Hydro-]} & aus 3ccm | mg Cu Monose _—_— Hy dro- 
4 | Lisung mit korr. * in 3ecm lyse = | Lésung mit | korr. * in Seem lyse 
< Ost scher Lisung < Ost scher Lisung 
Mischung 0}, Mischung 
1 216 0,0 —_ — 14 20,9 0,0 = a 
2 249 30,0 10,4 35,4 [5 49.9 26,0 9,05 30,8 
3 3,0 0,0 — — 





* Korrigiert durch Abzug der bei den Ans&tzen 1 (4) und 3 gefundenen Cu-mengen. 











Uber die Hydrolyse der £-Glykoside und der gepaarten 
Gilucuronsiuren durch Fermente aus Leber und Niere. 
Von 
Eduard Hofmann. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem. 


(Eingegangen am 30. Juli 1935.) 


Die in der vorstehenden Abhandlung! beschriebenen Befunde tiber 
Hydrolyse des Milechzuckers und seiner Harnstoffverbindung, des 
Lactose-ureids, durch Enzympraparate aus Leber und Niere der Sauge- 
tiere haben dazu Anlafs gegeben, eine Reihe von Substanzen in die 
Untersuchung einzubeziehen, deren Verhalten in den_ betreffenden 
Organen infolge ihrer Struktur sowie wegen ihrer physiologischen 
oder pharmakologischen Bedeutung von gréB-rem Interesse ist. 

Milchzucker und Lactose-ureid kénnen bekanntlich als # -d- 
Galaktoside betrachtet werden. Infolgedessen lag es nahe, einen typischen 
Vertreter dieser Galaktose-derivate, das $-Phenol-d-Galaktosid, heran- 
zuziehen, das durch pflanzliche Fermente (Emulsin und Mikro- 
organismen-praparate) leicht hydrolysiert wird, tiber dessen Ver- 
halten gegeniiber tierischen Enzymen bisher aber noch nichts be- 
kannt war. 

Ein zweite Reihe von solchen Verbindungen stellen die $-Glucosid: 
dar, nicht nur wegen ihrer Struktur, sondern weil manche von ihnen 
(Salicin, Arbutin usw.) auch pharmakologisch von Bedeutung sind. Sie 
werden ebenso gleich den #-Galaktosiden durch zahlreiche Fermente 
aus niederen und héheren Pflanzen leicht hydrolysiert. 

Es liegen verschiedene Angaben? vor, nach denen Praparate aus dem 
Darm sowie aus der Leber, der Niere und dem Gehirn des Menschen und 
verschiedener Tiere solche Verbindungen, wenn auch unregelmaBig und 
nur schwach zu spalten vermégen. Insbesondere hat FR. Bass* iiber die 
Hydrolyse von Arbutin und Salicin durch Trockenpraparate aus Leber 
und Niere verschiedener Séugetiere berichtet. Diese Daten scheinen 
aber nicht fiir hinreichend beweiskraftig gehalten worden zu sein’. Die 
vorliegenden Untersuchungen haben diese Befunde jedoch sicher bestatigt. 
Sie sind teilweise mit /-Phenol-d-glucosid als Substrat, zum Teil mit 
Salicin (Saligenin-d-glucosid) ausgefiihrt worden. Auch aus Amygdalin 
wird reduzierender Zucker abgespalten, doch wurde in diesem Falle nur 
qualitativ gepriift. 


' OC. Neubergu. E. Hofmann, diese Zeitschr. 281, 431, 1935. —? £. Fischer 
u. W. Niebel, Sitzungsber. PreuB. Akad. d. Wiss. 5, 73, 1896; E£. Sieburg, 


H. 86, 503. 1913; K. Omi, diese Zeitschr. 10, 258, 1908. — * R. Bass, 
Zeitschr. f. exper. Path. u. Ther. 10, 120, 1911. 4 C. Oppenheimer, Die 


Fermente und ihre Wirkungen I, 8. 617, Leipzig 1925. 
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Gepaarte Glucuronsduren, insbesondere ihre Bildung im Organismus 
nach der Aufnahme einer Reihe von mehr oder weniger giftigen Ver- 
bindungen (Phenole usw.) haben seit langem das Interesse des physio- 
logischen Chemikers erregt. Die fermentative Hydrolyse dieser Ver- 
bindungen durch pflanzliches Emulsin ist schon geraume Zeit bekannt 
C. Neuberg und W. Netmann! haben mit diesem Enzym zuerst die 
Glucuronide des Phenols, des Euxanthins, des Syringins und des Vanillins 
zerlegt, und neuerdings gelang B. Helferich und G. Sparmberg? auch die 
Hydrolyse der entsprechenden Menthol- und Campherolverbindungen 
durch das gleiche Ferment. R. Bass hatte in der zitierten Abhandlung an- 
gegeben, daB die aus Leber und Niere hergestellten Fermentpraparate 
auch verschiedene gepaarte Glucuronsaéuren zerlegen. Die Hydrolyse 
der #-Phenol- und #-Menthol-glucuronsiure* durch Enzyme aus Ochsen- 
nieren hat vor kurzem H. Masamune? bestatigt und ausfiihrlich be- 
schrieben. 


Es lag deshalb nahe, die in der vorliegenden Untersuchung aus 
Leber und Niere vom Pferd, vom Kaninchen und vomSchwein verwendeten 
Fermentpraparate ebenfalls auf ihre Fahigkeit zur Spaltung der Glucuro- 
nide zu untersuchen. Sie alle sind, wie sich ergab, tatsachlich imstande, 
fp-Naphthol-glucuronsaure weitgehend in ihre beiden Komponenten zu 
zerlegen. Dieses Substrat verdanken wir F. Bergmann®, der es aus dem 
Harn von Kaninchen hergestellt hat, an die p-Naphthol verfiittert 
worden war. 


DaB diese und andere gepaarte Glucuronsauren nicht nur durch 
Leber-, sondern auch durch Nieren-enzyme zerlegt werden kénnen, 
wirft einiges Licht auf gewisse noch ungeklarte Fragen beziiglich det 
Entstehung der Glucuronide. Man vermutete die Bildung derselben 
allgemein in der Leber. Nun haben Versuche von E. P. Pick® gezeigt, 
daB auch noch nach schwersten Sehadigungen dieses Organs zu- 
gefiihrte Phenole an Glucuronsiure gebunden werden. Man _ wird 
nicht fehlgehen, wenn man in der Niere das hierfiir zustandige Organ 
erblickt. 

In Versuchen mit Autolysensaft aus Pferdeniere ergab sich weiter, 
daB auch f-Phenol-d-xylosid zerlegt wird. Dieses Ergebnis ist insofern 
von Interesse, als man Glucuronséure als die Carbonsaure der Xylose 
betrachten kann, nachdem EL. Salkowski und C. Neuberg? auf biolo- 


1 C. Neuberg u. W.Neimann, H. 44, 125, 1905. — ? M. Ishidate, 
Ch. C, 1929, II, 422; B. Helferich u. G. Sparmberg, H. 221, 92, 1933. 
3 F. Réhmann, Lehrb. d. Biochemie, Springer 1908, S. 197. — 4 H. Masa- 
mune, J. of Biochem. 19, 353, 1934. 5 F. Bergmann, diese Zeitschr. 
267, 296, 1933. © 2. P. Pek, Ch. C. 1904; If, &s. 7 BE. Salkowski 
u. C. Neuberg, H. 36, 261, 1902. ; 
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gischem Wege, durch Decarboxylierung mit Hilfe von Faulnisbakterien, 
die Pentose aus Glucuronséure erhalten hatten. 


Von Interesse ist ferner das Auftreten reduzierender Sub- 
stanzen in Versuchen mit dem sauren Kaliumsalz der Glycyrrhizin- 
siure und verschiedenen der beschriebenen Fermentpraparate. Gly- 
evrrhizinsaure, das Glykosid der SiBholzwurzel, kann nach den Angaben 
von A. T'schirch, H. Cederberg und S.Gauchmann', besser und reiner nach 
derVorschrift von F. Bergmann? isoliert werden; es wird als eine mit dem 
Aglykon Glycyrrhetinsaure gepaarte Glucuronsaéure betrachtet. Eine 
fermentative Zerlegung dieser pharmakologisch wichtigen Substanz war 
bis heute nicht bekannt, sie ist in der vorliegenden Untersuchung 
sicher nachgewiesen worden. Die beziiglich der genaueren Struktur der 
Verbindung noch bestehenden Zweifel, insbesondere die durch die 
Untersuchung von Bergmann gezeigte Unsicherheit tiber die Natur der 
gepaarten Uronsaure, lassen allerdings eine genaue Berechnung des 
Hydrolysengrades nicht zu. 


Experimenteller Teil. 

Als Fermentmaterial wurden fiir die folgenden Untersuchungen 
Autolysensafte und Alkohol-Ather-trockenpraparate aus Niere und 
Leber vom Pferd und Kaninchen benutzt, die, wie in der voraus- 
gegangenen Abhandlung beschrieben, hergestellt worden sind. Aceton- 
trockenpraparate aus Schweinen‘eren und Pferdeleber wurden nach 
den Angaben von R. Willstdtter und E. Waldschmidt-Leitz * gewonnen. 
Alle Ansatze sind nach Zugabe von 1° Toluol bei 37° 48 Stunden 
aufbewahrt worden. Nach dieser Zeit wurden die Lésungen filtriert 
und in einem Teil des Filtrats die eingetretenen Hydrolysen durch 
Ermittelung der Reduktionskraft gegeniiber Fehlingscher bzw. Ostscher 
Lésung bestimmt. 


I. Versuche mit Fermentprdparaten aus Pferdenieren. 


Ansatz 1: 5cem Autolysensaft, 5cem m/5 Acetat-pufferl6sung, pq = 5,6. 
2: wie Ansatz 1 + 0,1 g Salicin. 


>. 

3: wie Ansatz 1 + 0,1 g $-Naphthol-glucuronsaure. 

» 4: wie Ansatz 1 + 0,1 g #-Phenol-xylosid. 

0,3g Alkohol-Ather-trockenpraparat in 10 ccm m_ 10 Acetat- 
pufferlédsung, pu = 5,6. 


~t 


6: wie Ansatz 5 + 0,1 g /-Phenol-galaktosid. 


7: wie Ansatz 5 + 0,1 g £-Phenol-glucosid. 
8: wie Ansatz 5 + 0,1 g /-Naphthol-glucuronsaure. 


' 4. Tschirch u. H. Cederberg, Arch. Pharm. 245, 97, 1907; A. T'schirch 
u. S. Gauchmann, ebenda 246, 558, 1908. — ? F. Bergmann, diese Zeitschr. 
267, 296, 1933. — ° R. Willstdtter u. E. Waldschmidt-Leitz, H. 125, 150, 1923. 
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rien, 
mg Cu, mg Cu 
SS. mg freie Hydro- Prey seal mg freie Hydro- 
Sul Ansatz Lisung aah Monose in lyse Ansatz Lisung mit Monose in lyse 
; )- 2 “Cc is 4 * “ 2 ee jsung 
ove Fehling scher 2com Lisung Fehling scher | ~°°™ Lisung 
1Z1N- Mischung * Mischung 
Gly 7 1 0.0* 0,0 — 5 0.0 0.0 
aben ) 19,1* 9,2 73,0 6 17,2 49 38,7 
nach 3 12.6* 6,0 54,9 7 32.4 16.0 75,8 
4 9.6 4,8 36,05 S 25,4 11,2 68.4 
dem 
es * Bei den Ansitzen 1, 2 und 3 wurde die Reduktionskraft schon nach 24 Std. bestimmt 
Eine 
war Il. Versuche mit Fermentpraparaten aus Pferdeleber. 
lung Ansatz 1: 5cem Autolysensaft, 5c¢em m/5 Acetat-pufferlésung, pu 5,7. 
der 2: wie Ansatz | 0,1 g¢ §-Phenol-glucosid. 
die 3: wie Ansatz | 0.1 g $-Phenol-galaktosid. 
der 4: 0,3 g Aceton-trockenpraparat in 10 cem m_ 10 Acetatpufferlésung, 
pray | 
des Pu 5,7. 
5: wie Ansatz 4 O.1 g /-Phenol-galaktosid. 
6: wie Ansatz 4 0,1 g Salicin. 
7: wie Ansatz 4 0,2 g Lactose-ureid. 
igen < 8: O3¢ Alkohol-Ather-trockenpraparat in l0cem m 10 Acetat- 
und pufferl6sung, pu O42. 
aus- 9: wie Ansatz 8 + 0,1 g /-Phenol-galaktosid. 
, Ss g Salic 
ton- 10: wie Ansatz 8 0,1 g¢ Salicin. 
ach 11: wie Ansatz 8 0,1 g /-Naphthol-glucuronsaure. 
nen. . 
mg Cu, mg Cu, 
den erhalten mg freie pydro- erhalten ing freic Hyd 
2 An- aus 3cem mgtCu Monose in ivse An- aus 3eem mg Cu Monose in lyse 
"lert satz Liésung mit korr. ** 3 eem , satz Lésung mit korr. ** 3 ecem : 
, Ost scher Lisung ost scher Lisung 
rch Mischung* Mischung 
ther 
l 35.0 0.0 ae 7 IS 6 943 8.5 99 9 
2 62,3* | 30,5 15.1 71,6 8 71 0,0 
a 57.5 25.7 13,7 59,7 gy 40.7 33,6 10.4 45.0 
4 43 0,0 — 10 34.3 27,2 8.5 45,0 
5,6. 5 18.4 14.1 4.9 21,4 | 11 65,6 58.5 18,2 109 
6 31,1 26,8 8.4 44.5 
* Bei den Ansatzen 1, 2 und 3 mit Fehlingscher Lisung bestimnit * Korrigiert durch 
Abzug der bei den entsprechenden Versuchen mit Ferment allein gefundenen Cu-Mengen. 
tat- IIT. Versuche mit Fermentprdparaten aus Kaninchennieren. 
Ansatz 1: 5cem Autolysensaft, 5cem m_ 5 Acetat-pufferlosung, pu 5,7 
2: wie Ansatz | 0,1 g ($-Phenol-galaktosid. 
3: wie Ansatz | 0,1 g $-Phenol-glucosid. 
4: 0,22 Alkohol-Ather-trockenpraparat in l0cem m 10 Acetat- 
; pufferlésung, pu 5,7. 
irch 2 
cher ra 5: wie Ansatz 4 0,1 g $-Phenol-galaktosid. 
923. » 6: wie Ansatz 4 + 0,1 g Salicin. 
Biochemische Zeitschrift Band 281. 99 
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3 Tropfen Toluol. 


mg Cu, mg Cu, 
Se. mg freie Hydro- a mg freie Hydro- 
\ ¢ : “9 4 Monose in | lyse Ansatz pools r Monose in lyse 
nsaty | Lisang mit |o oan Ljsung | Lisung mit leon Exeane| 
Fehling scher | ~ wane Fehling scher | ~ RENE 
Mischung | 0 Mischung | OF 
i 
1 1,8 -— 4 0,3 a ~ 
2 14,9 Ga 50,2 5 5,9 2.9 18,9 
3 19,1 9,3 66,1 6 6,8 3, 24.5 
IV. Versuche mit Fermentpradparaten aus Kaninchenleber. 
Ansatz 1: 5ceem Autolysensaft, 5cem m/5 Acetat-pufferlésung, px 5,6, 
3 Tropfen Toluol. 
2: wie | 0,1 g /-Phenol-glucosid. 
3: wie | 0,1 g /-Phenol-galaktosid. 
4: 02g Alkohol-Ather-trockenpraparat 10cem m/10 Acetat- 
pufferl6sung, pu = 5,6. 
5: wie 4 + 0,1 g £-Phenol-galaktosid. 
6: wie 4 0,1 g Salicin. 
mg Cu, mg Cu, 
N erhalten mg freie Hy N erhalten mg freie 7 
bey - dro-} < ‘ © Hydro- 
3 aus 2cem mg Cu, Monose in o =m =, aus 3ccm mg Cu Monose in lee 
= Lésung mit — korr. 2ecem je = Liésung mit  korr. 3 cem 7 
< | Fehling scher Lisung = Ost scher Lésung 
Mischung 0/5 Mischung 0/5 
1 164,0 0,0 ~~ — 14 20,9 0,0 _ - 
2 179,6 15,6 7,5 53,2 | 5 54,3 33,4 10,6 | 46,2 
‘ 181,2 17,2 8.8 57,4 | 6 62,6 41,7 13,0 92.5 
V. Versuche mit Fermentprdparaten aus Schweinenieren. 
Ansatz 1: 0,3 g Ferment, 10cem m/10 Acetat-pufferlésung, py = 5,7, 





wie | 0,1 g £-Phenol-galaktosid. 
wie | 0,1 g f$-Phenol-galaktosid. 
mg Cu, erhalten ‘ 
aus 3 cem mg freie Hydrolyse 
Ansatz Liésung mit Monose in ; ‘ 
Ostscher Mischung 3 ¢em Lisung . 
0 
1 0,0 0,0 — 
2 26,3 
3 33,0 11,5 50 


Versuche mit Glycyrrhizinsdure und verschiedenen Fermentprdparaten. 


Ansatz 1: 0,3 ¢ 


»). 


€ 


Acetat-pufferlésung, pu = 5,7. 
wie | 


Acetat-pufferlésung, pu = 5,7. 


Schweinenieren-Aceton-trockenpraparat in 


deem m/10 


0,1 g saures glycyrrhizinsaures Kalium. 
3: 0,3 g Pferdenieren-Alkohol-Ather-trockenpraparat in 5 cem m/10 


4: wie 3 + 0,1 g saures glycyrrhizinsaures Kalium. 
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mg Cu, mg Cu, 
erhalten , ' Zucker in erhalten ‘ Zucker it 
aus 3 ccm ar Zucke Tio des an- aus 3 ¢cem mg Zucker les ; a 
Ansatz ; in 3 eem 0 an-) Ansatz ; in 83ecm o Ges an 
Lisung mit Tscung* | gewandten Losung mit | pacing * gewandten 
Fehlingscher ~*~" ® Substrates Fehling scher ‘ ® Substrates 
Mischung Mischung 
1 0,64 0,0 S 1,3 0.0 
2 11,f 5,2 13 4 7.4 2.8 42 





* Als Glucose bzw. Glucuronsiure berechnet. 
VII. Anhang. 
Die Salicin-hydrolyse und Wassersto{fionenkonzentration. 


Als Ferment diente ein Aceton-trockenpriparat aus Schweincniere. 


Ansatz 1: 0,2 g Ferment, 10ccem m_/10 Phosphat-pufferlésung, pu 6.8. 
« 2: wie b, pe = 6.0. 
re 3: 0,2 g¢ Ferment, 10 ccm m/10 Acetat-pufferlésung, py 5,6. 
» 4: wie 3, pr 4,9. 
ee 5: wie 3, pH 4,2. 


Die Ansatze 6 bis 10 entsprachen den Ansatzen 1 bis 5 und erhielten 
eine Beigabe von je 0,2 g Salicin. Versuchsdauer 48 Stunden bei 37° in 
Gegenwart von 1% Toluol. Nach dieser Zeit ergaben filtrierte Proben 
von 2cem mit Fehling scher Lésung gekocht folgende Cu-werte. 





Bei Ansatz. . 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 


und pH. +--+ 6,8 6,0 5,6 4,9 4,2 6,8 7,0 5,6 4,9 4,2 


geben 2 ccm 
Lésung nach 
Fehling 
mg Cu. ..| 0,6 | 09 | 06] 0,0 | 0.0 | 260 | 19,7 | 248 | 210 | 146 
mg Cu korr. | 0,0 00 0,0 | 00 00 | 264 188 242 210 146 


Das Optimum der Wasserstoffionenkonzentration scheint von der 
Natur der Pufferlésung abhangig zu sein und ist infolgedessen noch nicht 
eindeutig bestimmt. Das gleiche wurde in Versuchen mit einem Ferment- 
praparat aus Kaninchenleber und Salicin beobachtet. Reaktionen des 


Milieus mit pu-Werten unter 5,0 scheinen nicht mehr giinstig zu sein. 











Kryolyse, Diffusion und Teilchengrébe. 
Il. Mitteilung!. 
Untersuchungen am Myosin. 
Von 
F. E. M. Lange und F., F. Nord. 


(Aus dem Institut fiir Veterinaér-Physiologie der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 1. Oktober 1935.) 


1. Kinleitung. 

Die experimentelle Priifung der Desaggregations- Aggregations- 
Theorie der Frostwirkung auf lyophile Kolloide wurde bisher an jenen 
Substraten ausgefiihrt, deren Verhalten Anhaltspunkte zum Verstandnis 
der Wirkungsweise solcher K6érper liefert, die im Sinne der Tragertheorie 
der Enzymwirkung, die kiirzlich durch das weitere Beispiel der Katalase ? 
abermals experimentell gestiitzt worden ist, fiir den kolloidchemisch 
wirkenden Teil des Enzymsystems verantwortlich sind. Schon damals 
wurde hierbei auf die Méglichkeit hingewiesen, daB die durch den Frost 
bewirkte physikalische Zustandsanderung der kolloiden Teilchen sich 
u.a. in einer Veranderung der Teilchenradien auBert, die wiederum die 
Diffusionsgeschwindigkeit ausschlaggebend beeinfluBt, wie auch die 
Gestalt der Teilechen immer sei. Es muBte daher eine Substanz zur 
Priifung herangezogen werden, die sowohl vom kolloidchemischen als 
auch vom biologischen Gesichtspunkt aus betrachtet interessant und 
wichtig ist. Wir verfielen hierbei auf das Myosin, das nach den Unter- 
suchungen von v. Muralt und Edsall4 bzw. H. H. Weber und Mit- 
arbeitern® auf Grund der Strémungsdoppelbrechung wie auf Grund 
seiner anomalen Viskositat im Gegensatz zum Serumalbumin bzw. 
Ovalbamin, die als ungefahr kugelférmig angesehen werden, Stabchen- 
sole bildet und ausgesprochen lyophob ist. Trotzdem es in reinem Wasser 
so gut wie vollkommen unldslich ist ®, hat die Priifung des Verhaltens des 


' 1. Mitteilung: #. BE. M. Lange u. Fk. F. Nord, diese Zeitschr. 278, 173, 
1935: vgl. auch Nature 135, 1001, 1935; III. Mitteilung: Ber. deutsch. 


Chem. Ges. 68, Heft 11, 1935. 2 K. Agner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
235, II, 1935. 3 FL EF. Nordu. F. E. M. Lange, Zeitschr. f. Elektrochem. 
41, 519, 1935. — 4 J. of biol. Chem. 89, 315, 1930; Kolloid-Zeitschr. 63, 233, 
1933. Trans. Faraday Soc. 26, 837, 1930; vgl. auch A. S.C. Lawrence, 
Proc. Roy. Soc. A. 148, 59, 1935. — 5 Diese Zeitschr. 158, 476, 1925; 266, 


158, 1933: Kolloid-Zeitschr. 61, 269, 1932; vgl. hierzu auch W. Ramsden, 
Arch. f. Anat. u. Phys. (Phys. Abt.) 1894, 8.532; Arch. f. ges. Physiol. 
(Pfliiger) 235, 205, 1934; vgl. auch D. M. Needham, The Biochemistry 
of Muscle, London 1932, 8S. 129. — § W. 7. Salter, Proc. Soc. exper. Biol. 
and Med. 24, 116, 1926. 
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Myosins unter dem EinfluB der Frostwirkung dariiber hinaus auch 
deshalb groBe Bedeutung, weil a) die EiweiBkérper! des quergestreiften 
Skelettmuskels zu etwa 70° aus dem globulinahnlichen Myosin und zu 
etwa 30°, aus dem albuminahnlichen Myogen bestehen, und b) weil 
GréBe und Gestalt der Myosinteilchen postmortal und bei der Prapa- 
ration entsprechend der Unabhangigkeit des Kreuzwinkels von Tierart 
und Art des Myosinpraparats sich nicht andern®. 


2. Versuche®, 


Die Gewinnung von fiir physikalisch-chemische Priifungen ge 
eigneten einwandfreien Myosinlésungen ist nicht ganz einfach. 
Messungen, die mit Lésungen aus eigenen Myosinpraparaten durch- 
gefiihrt wurden, werden daher hier nicht aufgefiihrt. Das fiir die Her- 
stellung unserer Lésungen verwendete Myosin aus Kaninchenmuskeln 
verdanken wir der Liebenswiirdigkeit von Herrn Dr. £. C. Smith in 
Cambridge, fiir welche ihm auch an dieser Stelle verbindlich gedankt 
sei*, Das Praparat enthielt Spuren von Fett und Asche. Es wurde in der 
Waime in einer n/15 KCl-Lésung bei einem py von 11,8 gelést. Die 
Durchfiihrung der Versuche erfolgte vollkommen in Ubereinstimmung 
mit unserem in der ersten Mitteilung angegebenen Verfahren unter An- 
wendung der gleichen Apparatur. Das Myosin diffundierte in die gleiche 
KCl-Lésung hinein, mit der die Mvosinlésungen hergestellt worden 
waren. Wir untersuchten eine 0,1 °,ige und eine 1°,ige Myosinlésung. 
Die Verwendung héherer Konzentrationen schien nicht ratsam, da diese 
in einer Konzentration oberhalb 2°, zu einem Gel erstarren. 


3. Ergebnisse. 

Wie aus der Tabelle I zu ersehen ist, tritt die aggregierende 
Wirkung des Frostes bei diesem Kérper auch in dem bisher nicht unter- 
suchten Frostbereich in der Nahe von 0° viel starker hervor als bei den 
iibrigen bisher von uns untersuchten Kolloiden 

Eine gelegentliche Abscheidung von Spuren von Myosin, die im 
Sinne unserer friiheren Ausfiihrungen als eine Koagulation iiber die 
Stufe der Aggregation hinaus zu betrachten ist®, beweist neben der 


1 Die Angabe in H. J. Saechtling, Hochpolymere organische Naturstoffe, 
S. 41, Braunschweig 1935, bezieht 70°, irrtiimlicherweise auf die Muskel 


substanz. — * Vgl. hierzu EF. Gruber, Beitrag zur Physiologie des Muskels, 
Dissertation Dorpat 1883, S. 20, undH. H. Weber, Ergebnisse der Physio 
logie 36, 129, 1934. — * Die hier beschriebenen Messungen sind im Phy- 


sikalisch-chemischen Institut der Universitat durehgefiihrt worden. Herrn 
Prof. Dr. Bodenstein danken wir auch an dieser Stelle fiir sein Entgegen- 
kommen. — * Vgl. hierzu Proc. Roy. Soc. B 114, 494, 1934. — ° O. WM. 
ve. Ranke-Abonyiu. F. F. Nord, Kolloid-Zeitschr. 58, 198, 1932. 
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Tabelle I. Diffusionskoeffizienten des Myosins im ungefrorenen 
und gefroren gewesenen Zustand. 

Zellkonstante ki, 0,082, 0,001 °, Myosin entsprechen 8,3 Interferometer- 
teilen. Inhalt des Becherglases: 10cem. 





Konzen- Gefrier- ? oa ee 
tration (() temperatut Zeit (t) Interfero- Diffusions- Myosin 
oc in Min. meterwert (J) koeftizient (D) absch. 

01 ungefroren 185 53 0,408 
0,1 1,7 185 40 0,308 wenig 
0.1 5 185 50 0,385 sehr wenig 
0,1 17 185 28 0,215 mehr 
0.1 — 79 185 56 0,431 nichts 
1 ungefroren 60 103 0,122 
1 — 2 60 95 0,1125 sehr wenig 
1 — 5 60 94 0,111 mehr 
1 —17 60 101 0,1195 wenig 
1 — 79 _ -- ~ ss 


Verringerung des  Diffusionskoeffizienten deutlich die irreversible 
aggregierende Wirkung des Frostes auf das Myosin, zumal eine des- 
aggregierende Wirkung nur bei einer 0,1 °,igen Lésung bei — 79° beob- 
achtet werden konnte. Das Verhalten des Myosins unter dem EinfluB 
verschiedener Frosttemperaturen ist also fiir die Anwendung von tiefen 
Temperaturen bzw. fiir die Beurteilung der Kaltewirkung auf den 
Muskel als richtunggebend anzusehen! und kann in Verbindung mit den 
Untersuchungen iiber das Verhalten von Myosinfilmen auf der Ober- 
flache von Salzlésungen? zum Verstandnis des Verhaltens des Myosins in 
der Muskelzelle beitragen. Unter erneuter Betonung unserer friiheren 
Ausfiihrungen? ergibt sich tiberdies auch am vorliegenden Beispiel, daB 
die bisher als konstant angesehenen Teilchengr6éBen gewisser Kolloide 
sich als von ihrer Vorbehandlung abhangig erweisen. 

Fir die entgegenkommende Férderung der Untersuchung sei der 
Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft, der 1.-G. Chemikerhilfe und 
dem Reichskuratorium fiir Technik in der Landwirtschaft verbindlich 
gedankt. 

1 Vgl. auch F. Lange, Umschau, Bd. 39, 8S. 855 (1935) — ? A. H. 
Hughes, Trans. Faraday. Soc. 29, 215, 1933; #. Gorter u. H. van Ormondt, 
Biochem. J. 29, 48, 1935. — #? Diese Zeitschr. 278, insbesondere S. 190, 
1935. 
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Berichtigung 
zur Arbeit: ,,Studien tiber die Blutglykolyse. Il. Mitteilung: Glykolyse 
und Verteilung der Phosphatverbindungen™. Von Sergius Morgulis 
und John D. Munsell. Diese Zeitschr. 278, 89, 1935. 
In der genannten Arbeit befinden sich einige sinnstérende Druck- 
fehler. Es muB richtig heiBen: 


I. Auf 8.99, 21. Zeile von oben: ,,...unverandert bleibt oder 
sogar gréBer wird’ statt ,,...geringer wird’. 
II. Auf S. 100, 8. Zeile von oben: .,... Neigung zur Vergréferung™ 
statt .,...zur Abnahme*. 
Berichtigung 


zur Arbeit: ,,Zur Kenntnis des Metacholesterins und dessen Trennung 
vom Cholesterin. V.‘. Von J. Lifschiitz. Diese Zeitschr. 280, 65, 1935. 


Auf 8. 70, Absatz 3, Zeile 1 muB es heiBen: ,,. . . in 10 cem Alkohol 
gelést, mehrere Male aufgekocht, mit Wasser verdiinnt, die... statt 


..mehrere Male aufgekocht, die . 
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